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Sowohl die Plastizität von humanen ASCs, als auch ihre mögliche in vivo- und in 
vitro-Beeinflussung, sind bereits gut erforscht. Bisher ist allerdings wenig darüber 
bekannt, wie sich die Einflussfaktoren definierte Zelldichte und reduzierter 
Sauerstoffgehalt auf das Differenzierungsverhalten von hASCs auswirken und wie 
diese Zellen solche veränderten Umgebungsbedingungen wahrnehmen.  
Aus diesem Grund wurde untersucht, wie diese physiologischen Faktoren die 
Expression der embryonalen Gene NANOG, Sox-2 und Oct3/4 sowie des 
Proliferationsmarkers Rex-1 beeinflussen und welcher Mechanismus auf zellulärer 
Ebene die Veränderungen verursacht. Mittels Durchflusszytometrie wurden isolierte 
humane Stammzellen des Fettgewebes als positiv für CD29, CD44, CD73, CD90 und 
CD105 sowie negativ für CD31, CD34 und CD133 charakterisiert. Die mRNA-
Expression embryonaler Gene in hASCs blieb während der Kultivierung in 
standardisiertem Medium über mehrere Passagen stabil. Signifikante Veränderungen 
konnten allerdings durch eine Erhöhung der Zelldichte auf 60.000 Zellen pro ml und 
gleichzeitiger Reduktion des Sauerstoffgehaltes auf 3% erzielt werden. Hierbei stieg 
die relative mRNA-Expression von Sox-2 signifikant an, während die relative mRNA-
Expression von Rex-1 signifikant zurückging. Auf zellulärer Ebene wurde Hypoxie 
durch ein Wechselspiel des Sauerstoffsensors PHD und dem Hypoxie-induzierbaren 
Faktor Hif wahrgenommen. Speziell die relative mRNA-Expression der Isoform PHD3 
stieg durch Kultivierung von hASCs unter Hypoxie (3% O2) und in hoher Zelldichte 
(60.000 Zellen / ml) signifikant an. Dem gegenüber fiel die relative mRNA-Expression 
von Hif 1α unter gleichen Bedingungen signifikant ab. Dabei spielte es keine Rolle ob 
Hypoxie durch die Reduktion des Sauerstoffgehaltes auf 3% oder chemische 
Hypoxie mittels DFX verwendet wurde. Auch in Experimenten mit reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) vermittelt durch H2O2 konnten vergleichbare Effekte erzielt 
werden. Im Allgemeinen registrieren Zellen den Kontakt untereinander durch 
Signalübertragungen vermittelt über Connexine. HASCs zeigten dahingehend eine 
signifikante Erhöhung der relativen mRNA-Expression von GJA1, dem Gen für das 






hypoxischen Bedingungen (3% O2) kultiviert wurden. Den gleichen tendenziellen 
Verlauf zeigte die Proteinexpression von Cx43.  
Zusammenfassend demonstrieren die Daten aus der vorliegenden Arbeit, dass 
isolierte hASCs durch Hypoxie, ROS und erhöhte Zelldichte entscheidend beeinflusst 
und diese Effekte möglicherweise durch die Faktoren PHD3, Hif 1α und Cx43 








3.1 Embryonale Stammzellen 
Humane embryonale Stammzellen (Human Embryonic Stem Cells, hESC) werden für in 
vitro-Experimente aus dem Embryoblast der befruchteten Eizelle im Entwicklungs-
stadium der Blastozyste gewonnen (Thomson et al. 1998). Entscheidende 
Charakteristika embryonaler Stammzellen sind die prolongierte Proliferation ohne 
Differenzierung, die Herkunft aus präimplantierten Embryonen und das Potential in alle 
drei Keimblätter (Ektoderm, Mesoderm, Entoderm) zu differenzieren (Pluripotenz) (De 
Paepe et al. 2014, Thomson et al. 1998). Embryonale Stammzellen wurden erstmals 
1981 aus Blastozysten der Maus (Evans und Kaufman 1981) und 1998 in den USA 
erstmals aus menschlichen Blastozysten (Thomson et al. 1998) isoliert. Die 
wissenschaftliche Arbeit mit menschlichen embryonalen Stammzellen ist allerdings aus 
ethischen, politischen, biologischen und regulatorischen Gründen limitiert (Harris 2009). 
Laut dem Embryonenschutzgesetzes vom 1. November 2012 ist es in Deutschland 
nicht erlaubt, menschliche Embryonen für wissenschaftliche Zwecke zu nutzen.  
Aus diesem Grund und mit Option der autologen Stammzelltherapie wurde versucht 
Stammzellen zu induzieren. Induzierte pluripotente Stammzellen (Induced Pluripotent 
Stem Cells, iPS) sind Stammzellen, die aus somatischen Zellen beispielsweise mittels 
lentiviraler Transfektion mit embryonalen Transkriptionsfaktoren erzeugt werden und die 
gleichen Eigenschaften wie embryonale Stammzellen aufweisen. 2007 wurden erstmals 
durch Takahashi et al. iPS aus humanen Fibroblasten durch lentivirale Transfektion mit 
Oct3/4, Sox-2, c-Myc und Klf-4 hergestellt (Takahashi et al. 2007). Hierdurch wird die 
Bedeutung von Oct3/4, Sox-2 und NANOG als Pluripotenzfaktoren veranschaulicht.  
3.2 Adulte mesenchymale Stammzellen 
Humane adulte mesenchymale Stammzellen (Human Mesenchymal Stem Cells, hMSC) 
sind multipotente Stammzellen, die in nicht-hämatopoetisches Gewebe differenzieren 
können. HMCS wurden vor über 140 Jahren erstmals von Cohnheim beschrieben 
(Cohnheim 1867). Diese Zellen kommen vorwiegend im Knochenmark vor (Tuli et al. 
2003), konnten aber auch im Fettgewebe (Zuk et al. 2001), Nabelschnurblut (Erices et 
al. 2000) und der Zahnpulpa (Govindasamy et al. 2010) nachgewiesen werden. Die 






Charakterisierung mesenchymaler Stammzellen: Hierzu zählen die Plastikadhärenz, 
spezifische Oberflächenantigene und das multiple Differenzierungspotential (Dominici et 
al. 2006).  
3.3 Human Adipose Tissue Derived Stem Cells (hASCs) 
Human Adipose Tissue Derived Stem Cells (hASCs) sind humane, vom Fettgewebe 
abgeleitete, mesenchymale Stammzellen. Ihre Existenz wurde erstmals 2001 durch Zuk 
et. al beschrieben (Zuk et al. 2001). Es existieren zahlreiche unterschiedliche 
Bezeichnungen für diese Zellen. In Anlehnung an die Nomenklatur der „International Fat 
Applied Technology Society“ wurde der Begriff Human Adipose Tissue Derived Stem 
Cells (hASCs) etabliert. 
HASCs liegen nach der Isolation in einer sogenannten Stromal Vascular Fraction (SVF) 
vor. Diese heterogene Zellpopulation enthält vaskuläre Zellen, reife Adipozyten sowie 
fibroblastenähnliche mesenchymalen Stammzellen, welche in verschiedene Zelllinien 
differenzieren können (Gimble et al. 2007, Madonna et al. 2009, Zuk et al. 2002). Diese 
fibroblastenähnlichen Zellen zeigen in vitro eine spindelförmige und plastikadhärente 
Morphologie (Witkowska-Zimny und Walenko 2011) (Abb. 1). Eine hohe Proliferations-
rate ermöglicht eine rasche Vervielfältigung der Zellen (Yang et al.).  
3.3.1 Bedeutung von hASCs in der Regenerativen Medizin 
Die regenerative Medizin, mit dem Ziel der Entwicklung stammzellbasierter Therapie-
formen zum Ersatz geschädigten Gewebes (tissue engineering) spielt vor allem im 
Hinblick auf die hohen Morbiditäts- und Mortalitätsraten von kardiovaskulären 
Erkrankungen in den Industrieländern von eine zunehmende Rolle (Haque et al. 2013, 
Sharma und Raghubir 2007). Adulte Stammzellen aus dem Fettgewebe erfüllen in 
ausreichendem Maße grundlegende Bedingungen, um für den therapeutischen Einsatz 
in der regenerativen Medizin geeignet zu sein: Die Stammzellausbeute von hASCs ist 
signifikant höher als in anderen Geweben (De Ugarte et al. 2003, Fraser et al. 2006, 
Griesche et al.), subkutanes Fettgewebe kann bei operativen Routineeingriffen oder bei 
minimal invasiven Fettabsaugungen, meist verbunden mit geringem Patientenrisiko, 
gewonnen werden (Parker und Katz 2006, Strem et al. 2005, Zuk et al. 2001), hASCs 
zeigen eine nach reproduzierbaren Protokollen beeinflussbare multipotente in vitro-
Differenzierung (Ramkisoensing et al. 2011, Strem et al. 2005, Zuk et al. 2002) und 






3.3.2 Oberflächenmarker  
Die Immunophenotypen von hASCs und mesenchymalen Stammzellen sind zu über 
90% identisch (Zuk et al. 2002). Das Expressionsprofil ändert sich allerdings in 
Abhängigkeit von Passage und Plastikadhärenz (McIntosh et al. 2006, Mitchell et al. 
2006). Nach zwei oder mehr Passagen in Kultur exprimieren hASCs typische 
mesenchymale Oberflächenmarker wie CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, und CD166 
(Gimble et al. 2007, Mitchell et al. 2006, Strem et al. 2005). Diese Oberflächenantigene 
fungieren unter anderem als Adhäsions- und Rezeptormoleküle im Rahmen der 
Zellmigration, Zellproliferation oder Zellinteraktion (Lange et al. 2005) (Tab. 1). 
Charakteristische Oberflächenmarker von hämatopoetischen Stammzellen (Human 
Hematopoietic Stem Cells, hHSCs) wie CD133 und endothelialen Vorläuferzellen wie 
CD31 und CD34 sind nicht nachzuweisen (Gimble et al. 2007, Gronthos et al. 2001). 
 Oberflächenantigen Funktion 
Positiv CD29 (β1-Integrin) Adhäsionsmolekül 
CD44 (Hyaluronate) Rezeptormolekül 
CD73 (5‘ Ecto-Nucleotidase) Enzym 
CD90 (Thy1) Extrazellularmatrixmolekül 
CD105 (Endoglin) Adhäsionsmolekül 
CD166 (ALCAM) Adhäsionsmolekül 
Negativ CD31 (PECAM-1) Hämatopoese 
CD34 Hämatopoese 
CD133 (PROM1) Hämatopoese 
Tab. 1: Immunophenotyp von hASCs. Modifiziert nach (Gimble et al. 2007). 
3.3.3 Multipotentes Differenzierungspotential  
HASCs sind multipotente Stammzellen und damit unter entsprechenden Bedingungen 
in der Lage in vivo und in vitro innerhalb der mesenchymalen und ektodermalen 
Stammzellreihe in Adipozyten (Scioli et al. 2014, Sen et al. 2001), Chondrozyten 
(Erickson et al. 2002), Osteozyten (Halvorsen et al. 2001), Myozyten (Mizuno et al. 
2002) oder Neuronen (Safford et al. 2002) zu differenzieren (Abb. 1). Andere Studien 
weisen zudem eine Differenzierung von hASCs in Kardiomyozyten nach (Choi et al. 
2010, van Dijk et al. 2008). Zelldifferenzierung und Gewebeumbau werden durch 
Zytokine und Wachstumsfaktoren, wie z.B. VEGF, Il-6 und TNFα vermittelt (Kilroy et al. 
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Abb. 1: Multipotente Differenzierung von hASCs. hASCs, Adipozyten, Neuronen: Labor für 
Molekulare Kardiologie und Stammzellforschung, Chondrozyten: (Erickson et al. 2002), 
Osteozyten: (Halvorsen et al. 2001), Myozyten: (Mizuno et al. 2002), Kardiomyozyten: (Choi et 
al. 2010). 
3.3.4 Embryonale Gene 
Die Transkriptionsfaktoren NANOG, Sox-2, Oct3/4 und Rex-1 sind entscheidend an der 
Etablierung und dem Erhalt von undifferentierten embryonalen und pluripotenten 
Stammzellen beteiligt und werden deshalb als Pluripotenzfaktoren bezeichnet (Boyer et 
al. 2005). Die Herabregulation dieser Gene führt zur Differenzierung von Stammzellen 
(Boyer et al. 2005). Die alternative Bezeichnung als embryonale Gene resultiert aus 
ihrer Expression in der frühen Embryonalentwicklung.  
NANOG, Sox-2 und Oct3/4 stehen über Autoregulation sowie positive und negative 
Rückkopplung miteinander in Verbindung (Boyer et al. 2005, Rizzino 2009). Durch 
positive Rückkopplung fördern NANOG, Sox-2 und Oct3/4 ihr Potential zur Pluripotenz 






identische Transkriptionsfaktoren, welche größtenteils wichtige konservierte Homöo-
domänen in hESCs darstellen. Dabei aktivieren sie entscheidende Zielgene für die 
Stammzellidentität und inaktivieren auf der anderen Seite Gene, welche für Entwicklung 
und Differenzierung bedeutend sind (Boyer et al. 2005, Rizzino 2009). Izadpanah et al. 
wiesen 2006 erstmals die Expression von Sox-2, Oct3/4 in hASCs nach (Izadpanah et 
al. 2006). 
3.3.4.1 NANOG 
NANOG ist ein Homöobox-Protein mit 305 Aminosäuren, dessen Gen auf dem 
Chromosom 12 kodiert wird. Der Name stammt von dem aus der keltischen Mythologie 
kommenden Tir Nan Og, „Land der ewigen Jugend“. In embryonalen Stammzellen ist 
NANOG hoch exprimiert und von entscheidender Bedeutung für Pluripotenz und 
Selbsterneuerung (Hart et al. 2004, Zaehres et al. 2005). Die Expression von NANOG 
in somatischen Stammzellen erhöht die Wahrscheinlichkeit für eine suffiziente in vitro 
Reprogrammierung. NANOG beeinflusst wiederrum andere Stammzellgene (Picanco-
Castro et al.). Es ist unter anderem ein Transkriptionsaktivator für Rex-1 (Shi et al. 
2006). Zudem wurde durch Rodda et al. eine transkriptionelle Regulation von NANOG 
durch Sox-2 und Oct3/4 beschrieben (Rodda et al. 2005). 
3.3.4.2 Sox-2 
Die geschlechtsbestimmende Region Y-Box 2 (Sex Determining Region Y (SRY)-Box 2, 
Sox-2) ist ein Protein mit 317 Aminosäuren, dessen Gen auf dem Chromosom 3 liegt. 
Sox-2 ist ebenso ein wichtiger Transkriptionsfaktor zur Aufrechterhaltung der 
Selbsterneuerung von undifferenzierten embryonalen Stammzellen und besitzt hoch 
konservierte DNA-Bindedomänen, welche als High Mobility Group (HMG) bezeichnet 
werden (Rizzino 2009). Auch Sox-2 beeinflusst andere Stammzellgene (Rizzino 2009, 
Shi et al. 2006). Zudem konnte Sox-2 in neuronalen Stammzellen nachgewiesen 
werden (Ellis et al. 2004).  
3.3.4.3 Oct3/4 
Der Transkriptionsfaktor wird aufgrund seiner Bindung an Oktamer-Sequenzmotive als 
Oct bezeichnet. Oct3/4, welches auch als Oct-3, Oct4 oder Pou5f1 bezeichnet wird, ist 
das am weitesten verbreitete Oktamer-bindende Protein (Rizzino 2009). Oct3/4 ist ein 
Protein mit 360 Aminosäuren. Das Gen wird auf dem Chromosom 6 kodiert und gehört 






Rodda et al. 2005). Oct3/4 spielt eine wichtige Rolle für die normale 
Embryonalentwicklung, wird während der Differenzierung herunterreguliert (Reubinoff et 
al. 2000, Zaehres et al. 2005) und interagiert unter anderem mit Sox-2 bei der 
gemeinsamen Beeinflussung von anderen für die Entwicklung entscheidenden 
Transkriptionsfaktoren (Rizzino 2009).  
3.3.5 Proliferationsmarker 
3.3.5.1 Rex-1 
Das Zinkfingerprotein Rex-1 besteht aus 310 Aminosäuren und wird über das Gen 
ZFP42 kodiert. Rex-1 ist ein wichtiger Marker für Pluripotenz und Proliferation von 
Stammzellen (Ben-Shushan et al. 1998). Es wird durch die Transkriptionsfaktoren 
NANOG und Sox-2 aktiviert (Shi et al. 2006) und durch Oct3/4 sowohl aktiviert als auch 
inhibiert (Ben-Shushan et al. 1998). Rex-1 konnte 2006 durch Izadpanah et al. in 
hASCs nachgewiesen werden (Izadpanah et al. 2006). 
3.4 Hypoxie 
Hypoxie bezeichnet die Mangelversorgung des Gewebes mit Sauerstoff (Connett et al. 
1990). Im Rahmen von experimentellen Studien werden Gewebekulturen in vitro meist 
mit einem Sauerstoffanteil von ungefähr 20% kultiviert (Umgebungsluft entspricht 21% 
O2). Allerdings herrscht in der natürlichen Zellumgebung in vivo eine geringere 
Sauerstoffkonzentration, da die mittlere Sauerstoffkonzentration im arteriellen Blut nur 
etwa 12% beträgt (Csete 2005). Der Normwert des Sauerstoffanteils in adultem 
Gewebe liegt abhängig von Alter, Geschlecht, Lokalisation des Gewebes und Grad der 
Vaskularisation zwischen 2 bis 9% (Simon und Keith 2008). In Gehirn, Nierenmark und 
in Knochenmarksnischen existieren Sauerstoffkonzentrationen von nur 1% (Mohyeldin 
et al. 2010, Simon und Keith 2008). Im Fettgewebe wurden Sauerstoffkonzentrationen 
von 3% nachgewiesen (Pasarica et al. 2009, Yin et al. 2009). Daher wird von einigen 
Autoren diese niedrigere Sauerstoffkonzentration auch als „physiologische Normoxie“ 
bezeichnet (Csete 2005, Simon und Keith 2008). Aus molekularer Sicht kann 
physiologische Normoxie allerdings als Hypoxie bezeichnet werden, da bei 
Sauerstoffkonzentrationen von 2 bis 9% hypoxiespezifische Effekte durch Hypoxie-
induzierbare Faktoren nachzuweisen wurden (Mohyeldin et al. 2010). Es konnte gezeigt 






entscheidend die embryonale und adulte Stammzellbiologie beeinflusst (Eliasson und 
Jonsson 2010, Panchision 2009). 
Die Embryonalentwicklung wird stark durch den Sauerstoffgradienten beeinflusst. 
Während der frühen Entwicklung des Embryos herrscht natürlicherweise eine niedrige 
Sauerstoffkonzentration von etwa 3 bis 5% (Rodesch et al. 1992), wobei noch 
niedrigere Sauerstoffkonzentrationen beschrieben wurden (Csete 2005). Zellen 
reagieren auf die hypoxische Umgebung mit der Stimulation von Hypoxie-induzierbaren 
Faktoren (Hif), welche daraufhin zur Bildung von Gefäßen, Blutzellen, der Plazenta und 
den Organsystemen führen. Außerdem bewohnen einige Stammzellen und 
Vorläuferzellen Nischen innerhalb hypoxischer Umgebungsbedingungen (Schofield 
1978, Simon und Keith 2008, Vunjak-Novakovic und Scadden 2011). Stammzellnischen 
sind anatomische, zelluläre und nicht-zelluläre Komponenten enthaltende 
Kompartimente (Jones und Wagers 2008, Scadden 2006). Die zellulären und nicht-
zellulären Komponenten von Stammzellnischen können dabei in vier Gruppen unterteilt 
werden: (1) die regulatorischen Moleküle wie Sauerstoff und Zytokine, (2) der Kontakt 
zu anderen Zellen über Zell-Zell-Kontakte, autokrine und parakrine Signalmoleküle, (3) 
die extrazelluläre Matrix zur Festigkeit und Immobilisation und (4) physikalische 
Faktoren, welche elektrische Signale vermitteln. Kontakt und Kommunikation zwischen 
diesen Elementen sind entscheidend für Zellerneuerung und Pluripotenz (Scadden 
2006). Obwohl sich hMSCs in perivaskulären Nischen mit enger Beziehung zu 
Blutgefäßen befinden (Crisan et al. 2008), fanden sich in Stammzellen niedrige 
Sauerstoffkonzentrationen (Harrison et al. 2002). Unter Hypoxie ist die Differenzierung 
von Stammzellen gehemmt. Dieser Effekt wird vermutlich durch Herunterregulation von 
für die Differenzierung verantwortlichen Genen durch Hif 1α induziert (Yun et al. 2002). 
Embryonale Gene wurden hochreguliert (Simon und Keith 2008) und Proliferationsraten 
erhöht (Ezashi et al. 2005). Weitere Studien fanden heraus, dass Sauerstoff-
konzentrationen, wie sie unter normoxischen Bedingungen in vitro zu finden sind, einen 
negativen Einfluss auf hMSC haben. Es kommt dabei zu vorzeitiger Alterung, 
verlängerter Proliferationszeit und DNA-Schäden (Estrada et al. 2012, Fehrer et al. 
2007). Auf der anderen Seite konnten bei Sauerstoffkonzentrationen von unter 1% 
reduzierte Proliferationsraten in hMSCs (Holzwarth et al. 2010) und hESCs bei 






3.4.1 Regulation durch die Hypoxie-induzierbaren Faktoren Hif 1α, Hif 2α und Hif 
3α 
Im Zentrum der Anpassung an Hypoxie stehen die Heterodimere der Hypoxie-
induzierbaren Faktoren (Hif) (Masson und Ratcliffe 2003, Stamati et al. 2011, Wang et 
al. 1995). Die Isoform Hif 1α wurde als erste charakterisiert und zählt zu den basischen 
Helix-Loop-Helix (bHLH) PAS-Domänen Transkriptionsfaktoren (Wang et al. 1995). Hif 
bestehen aus einer α- und einer β-Untereinheit (auch als Aryl Hydrocarbon Receptor 
Nuclear Translocator (ARNT) bezeichnet), welche gemeinsam einen funktionellen 
Transkriptionskomplex bilden. Während ARNT/Hif 1β konstitutiv exprimiert wird und in 
den meisten Zelltypen unabhängig vom Oxygenierungszustand im Zellkern nach-
gewiesen werden konnte, stellt Hif 1α die regulatorische Komponente des 
Transkriptionskomplexes dar. Hif 1α wird in hypoxischen Zellen bei Sauerstoff-
konzentrationen von unter 6% exponentiell erhöht exprimiert und in den meisten Zellen 
unter normaler Sauerstoffversorgung abgebaut (Semenza 2001, Wang et al. 1995). Hif 
1α wird ubiquitär exprimiert (Hu et al. 2003, Simon und Keith 2008). Die Expression von 
Hif 2α wurde in Lunge, Niere, Leber, Herz und Endothelzellen beschrieben (Hu et al. 
2003, Uchida et al. 2004). Zudem scheint Hif 2α eine wichtige Rolle in der 
Tumorgenese zu spielen (Franovic et al. 2009). In hESCs und Tumoren abgeleitet aus 
embryonalen Stammzellen wird Oct3/4 durch die Überexpression von Hif 2α 
hochreguliert (Covello et al. 2006). Hif 3α konnte in der Lunge sowie im zerebralen 
Kortex und dem Hippocampus nachgewiesen werden (Heidbreder et al. 2003). Hif 2α 
und 3α zählen auch zur Familie der basischen Helix-Loop-Helix (bHLH) PAS-Domänen 
Transkriptionsfaktoren (Gu et al. 2000). Während Hif 2α und 3α primär immer im 
Zellkern zu finden sind, befindet sich Hif 1α unter Normoxie im Zytoplasma und wandert 
erst unter Hypoxie in den Zellkern (Kallio et al. 1998). 
Unter normalen Sauerstoffbedingungen (Normoxie) ist die α-Untereinheit von Hif an den 
zwei spezifischen Prolylresten P-402 und P-564 in der Sauerstoff-abhängigen 
Degradationsdomäne (Oxygen Dependant Degradation Domain, ODDD) hydroxyliert 
(Masson et al. 2001, Metzen et al. 2003). Diese Reaktion wird über die Prolyl 
Hydroxylase Domain Containing Protein (PHD) 1, 2 und 3, auch bezeichnet als 
Egglaying Defective Nine Homologue (EGLN) 2, 1 und 3, katalysiert (Epstein et al. 
2001). PHD1-3 sind Eisen enthaltende Dioxygenasen, welche für ihre enzymatische 







(Jewell et al. 2001). Das von Hippel-Lindau-Tumor-Suppressor Protein führt 
anschließend über Ubiquitinylierung zum Abbau von Hif-α durch Proteasomen (Ivan et 
al. 2001, Jaakkola et al. 2001). Factor Inhibiting Hif (FIH/ HIF1AN), als ein weiterer 
Sauerstoffsensor, hydroxyliert den Asparaginrest an Position 803 und hemmt damit die 
Bindungsfähigkeit von Hif an den Koaktivator p300 (Lando et al. 2002, McNeill et al. 
2002). Forristal et al. wiesen nach, dass unter normalen Sauerstoffbedingungen zwar 
die Aktivität von Hif 2 und 3α, nicht aber von Hif 1α reduziert ist (Forristal et al. 2010). 
Unter Hypoxie ist diese Hydroxylierung gehemmt, sodass der stabile Transkriptions-
faktor Hif (Heterodimerisierung aus α- und β-Untereinheit) an die Hypoxia-Response 
Elements (HRE) der Promotorregionen von Genen zur Anpassung an die Sauerstoff-




















3.4.2 Die Prolyl Hydroxylasen PHD1, PHD2 und PHD3 werden durch Hypoxie-
induzierbare Faktoren (Hif) reguliert 
Die Prolyl Hydroxylasen PHD1, PHD2 und PHD3 sowie HIF1AN (FIH) gehören zur 
Familie der Fe2+- und 2-Oxoglutarat-abhängigen Dioxygenasen (Fraisl et al. 2009). 
PHD1 wird nur im Zellkern, PHD2 vorwiegend im Zytoplasma und PHD3 sowohl im 
Zellkern als auch im Zytoplasma exprimiert (Wagner 2006). Metzen et al. fanden zudem 
heraus, dass die mRNA-Expression von PHD2 und PHD3 durch Hypoxie induziert 
werden kann, während die mRNA-Expression von PHD1 und HIF1AN Sauerstoff-
abhängig ist (Metzen et al. 2003). Einige Autoren schreiben PHD3 eine besondere Rolle 
während der Regulation der Hypoxie-induzierbaren Faktoren unter Hypoxie zu. 
Aprelikova et al. fanden beispielsweise 2004 heraus, dass die Expression von PHD3 im 
Gegensatz zu PHD1 und 2 mit der Expression von Hif-Zielgenen assoziiert ist. Zudem 
sank die Hypoxie-induzierte Expression von PHD3, wenn Hif 1α und Hif 2α 
herabreguliert wurden (Aprelikova et al. 2004). Prescador et al. zeigten an humanen 
Zervixkarzinomepithelzellen, dass die mRNA-Expression von PHD3 unter Hypoxie 
abhängig von Hif 1α induziert wird. Hif 1α bindet dabei an das Hypoxia-Response 
Element (HRE) der Promotor- und Enhancerregion des PHD3-Gens (Pescador et al. 
2005). Vermutlich wird PHD3 in den meisten Zelltypen durch Hypoxie stark 
hochreguliert (Metzen et al. 2003). Die Hochregulierung von Prolyl Hydroxylasen unter 
Hypoxie dient vermutlich als negativer Feedback, um die Aktivität von Hif unter Hypoxie 
zu kontrollieren (D'Angelo et al. 2003).  
3.4.3 Zielgene der Hypoxie-induzierbaren Faktoren (Hif) 
Sauerstoff ist unverzichtbar zur Aufrechterhaltung elementarer Zellfunktionen. Zellen 
reagieren auf Hypoxie mit evolutionären Überlebensprogrammen, welche durch 
Genexpressionen vermittelt werden. Dadurch werden der Erhalt der Zellfunktion und die 
Wiederherstellung des Sauerstoffangebots sichergestellt. Die Zielgene der Hypoxie-
induzierbaren Faktoren stimulieren unter anderem die Angiogenese und Erythropoese 










Erythropoietin (Epo) Erythropoese 
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Endothelial Growth 
Factor (EGF) 
Angiogenese 




Ceruloplasmin, Transferrin, Transferrinrezeptor Eisenstoffwechsel 
Insulin-Like-Growth Factor (IGF)-2 Zellproliferation 
Tab. 2: Zielgene von Hif. Modifiziert nach (Wagner 2006). 
3.4.4 Einfluss von Hypoxie auf hASCs 
Durch Reduzierung des die Zellen umgebenden Sauerstoffgehalts auf eine bestimmte 
Konzentration entsteht Hypoxie (Connett et al. 1990, Mohyeldin et al. 2010). Chemische 
Hypoxie wird unter anderem durch die spezifische Inhibierung der Prolyl Hydroxylasen 
PHD1-3 mittels Deferoxamin (DFX) erzeugt. Der Eisenchelator DFX bindet dabei Fe2⁺ 
(Fraisl et al. 2009). Die Regulation in hASCs erfolgt auch über Hypoxie-induzierbare 
Faktoren (Hif) (Liu et al. 2013). Hypoxie stimuliert hASCs zur Proliferation und Migration 
über Generierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) (Kim et al. 2012). Kim et al. 
nutzten hierzu Hypoxie von 2% Sauerstoffgehalt und fanden heraus, dass die Gene 
Oct4 und Rex-1 in hASCs unter Hypoxie hochreguliert wurden (Kim et al. 2012). 
Covello et al. wiesen nach, dass Hif 2α, aber nicht Hif 1α die Expression von Oct4 
induziert (Covello et al. 2006). Die Generierung von ROS durch Hypoxie wird über die 
NADPH-Oxidase 4 (Nox4) vermittelt, welche sich in der Nähe der Mitochondrien in 
hASCs befindet (Kim et al. 2012). 
3.5 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) 
3.5.1 Entstehung von ROS in vivo  
Reaktive Sauerstoffspezies (Reactive Oxygen Species, ROS) sind Formen des 
Sauerstoffmoleküls, die für den Organismus potentiell schädlich sein und zu oxidativem 
Stress führen können (Allen und Balin 1989). Vertreter sind unter anderem das 
Superoxidanion (O₂•¯), Hydroxylradikal (OH•) und Wasserstoffperoxid (H₂O₂) (Kamata 
und Hirata 1999). ROS entstehen in den Mitochondrien als Nebenprodukte der 
Zellatmung. Nacheinander geschaltete Redoxmoleküle bilden eine Elektronen-






(Blasiak und Szaflik 2011, Kirkinezos und Moraes 2001) (Abb. 3). Daneben werden 
ROS auch direkt durch membranständige NADPH-Oxidasen produziert. 
 
Abb. 3: Atmungskette. Modifiziert nach (Blasiak und Szaflik 2011). 
3.5.2 Einfluss von ROS auf die Differenzierung von hASCs 
Hohe Konzentrationen von ROS schädigen die Zelle durch DNA-Schädigung und 
Proteindenaturierung (Allen und Balin 1989). Im Gegensatz dazu können niedrige ROS 
Konzentrationen die Zellproliferation stimulieren und durch ihre Diffusionsfähigkeit und 
ihr ubiquitäres Vorkommen als ideale intrazelluläre Signalmoleküle dienen (Sauer et al. 
2001). Birket et al. wiesen nach, dass eine Reduzierung von ROS in hESC abgeleiteten 
Kardiomyozyten zu vulnerableren Zellen hinsichtlich metabolischen Stress führt (Birket 
et al. 2013). Unter Hypoxie wird durch Hypoxie-induzierbare Faktoren (Hif) die 
induzierbare Stickstoffmonooxid-Synthase (iNOS) stimuliert. Gebildetes Stickstoff-
monoxid (NO) inhibiert die Cytochrom-c-Oxidase der Elektronentransportkette in den 
Mitochondrien. Eine reduzierte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) ist die 
Folge (Fraisl et al. 2009). Demgegenüber gibt es Daten, die postulieren, dass 
Mitochondrien in humanen hepatozellulären Karzinomzellen unter Hypoxie (1,5% O2) 
durch die Produktion von ROS als primäre Sauerstoffsensoren dienen und auf diese 
Weise Hif-Proteine stabilisieren (Chandel et al. 1998, Hu et al. 2003). Kim et al. zeigten, 
wie bereits unter dem Punkt 1.4.4 beschrieben, dass die Generierung von ROS in 
hASCs unter Hypoxie durch die NADPH-Oxidase 4 (Nox4) vermittelt wird. Dieses 







3.6.1 Gap junctions zur Vermittlung von Zell-Zell-Kontakten  
Gap junctions sind intrazelluläre Kanäle, die durch Zusammenlagerungen von zwei 
Connexonen zweier benachbarter Zellen gebildet werden. Jedes Connexon besteht aus 
sechs Transmembranproteinen, den Connexinen, die sechseckförmig angeordnet sind 
und in ihrer Mitte eine Pore enthalten (Willecke et al. 1991). Elektronenmikroskopisch 
lässt sich im Gegensatz zu tight junctions eine Lücke (gap) zwischen den Zell-
membranen erkennen (Abb. 4).  
 
Abb. 4: Gap junctions. Modifiziert nach (Hughes et al. 2011). 
3.6.2 Einfluss von gap junctions auf hASCs 
Gap junctions dienen der chemischen und elektrischen Signalübertragung zwischen 
benachbarten Zellen. Dabei werden Ionen, Botenstoffe (second messenger) wie cAMP 
oder Stoffwechselmetabolite wie zum Beispiel Glukose ausgetauscht (Bruzzone et al. 
1996). Sauer et al. wiesen 2011 eine spontane Ca²⁺-Oszillation über gap junctions bei 
hASCs nach. Diese spontane Ca²⁺-Oszillation kann durch Öffnen weiterer gap junctions 
mittels Inhibierung der Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) synchronisiert werden (Sauer 
et al. 2011). Die Permeabilität von gap junctions scheint also über NO reguliert zu 
werden (Bolanos und Medina 1996). Durch gap junctions werden diverse Zellprozesse 
wie Zellmigration, Zellproliferation, Differenzierung und Zelltod reguliert (Bruzzone et al. 
1996, Simon und Goodenough 1998). HESCs exprimieren zwei Proteine von gap 
junctions, Connexin 43 (Cx43) und Connexin 45 (Cx45). Die Bezeichnung setzt sich aus 
der Abkürzung für Connexine und der molekularen Masse des Proteins zusammen. 
Während Cx43 vorwiegend an der Zelloberfläche lokalisiert ist, befindet sich Cx45 mehr 






Zellwachstum zugeschrieben. Es wird vermutet, dass eine Hochregulierung von gap 
junctions zu einer Inhibierung des Zellwachstums führt (Loewenstein und Rose 1992). 
Zudem scheinen gap junctions wichtig für das Überleben von hESCs zu sein, da eine 
Kultivierung von hESCs als einzelne Zellen zum Zelltod führte (Wong et al. 2004). 
 





4 Ziele der Arbeit 
 
In der vorliegenden Arbeit sollte geprüft werden, inwieweit definierte Hypoxie und 
eine initial definierte Zelldichte Einfluss auf primär isolierte hASCs nehmen. Ziel war 
es daher, die Wirkung dieser beiden physiologischen Faktoren auf die Expression 
der Stammzellgene NANOG, Sox-2, und Oct3/4 sowie des Proliferationsmarkers 
Rex-1 zu erforschen. Voraussetzung hierfür war, isolierte hASCs aus den 
verwendeten Patientenproben über die Analyse von Oberflächenantigenen als 
mesenchymale Stammzellen zu charakterisieren. Ein weiteres Ziel war es, den 
Einfluss von definierter Hypoxie und Zelldichte auf embryonale Gene und den 
Proliferationsmarker Rex-1 auf zellulärer Ebene besser zu verstehen. Zu diesem 
Zweck wurde speziell die relative mRNA-Expression der Gene des Hypoxie-
induzierbaren Faktors Hif 1α und der Prolyl Hydroxylase 3 (PHD3) analysiert. 
Weiterhin wurde die relative mRNA-Expression und Aktivität von Connexin 43 
bestimmt. Darüber hinaus sollten weitere physiologische Faktoren, welche in 
Zusammenhang mit Hypoxie und Zelldichte stehen, in ihrem Einfluss auf hASCs 
untersucht werden. Aus diesem Grund wurden Inkubationsversuche mit DFX zur 
Erzeugung chemischer Hypoxie und Wasserstoffperoxid (H2O2) als reaktive 






5 Material  
 
5.1 Zelllinie  
Subkutanes Fettgewebe von Patienten aus der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie (MKG) 
des Universitätsklinikums Jena (UKJ) wurde im Rahmen von Routineeingriffen 
entfernt. Die hieraus isolierte Zelllinie bezeichnet humane fettabgeleitete 
mesenchymale Stammzellen (Tab. 3).  















Tab. 3: Merkmale der verwendeten Zelllinie. 
5.2 Patienten  
HASCs wurden aus 17 verschiedenen Patienten (sieben weibliche und zehn 
männliche) isoliert und charakterisiert. Das mittlere Alter betrug 60 ± 3,3 Jahre (n = 
17) und reichte von 32 bis 77 Jahren. Es wurde hauptsächlich Fettgewebe aus der 
Schulter oder dem Oberarm verwendet (Tab. 4). Die Entnahme wurde durch die 
Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Friedrich-Schiller-Universität 


















VI Bauch ♂ 67 
VII Brust ♀ 36 
VIII Bauch ♀ 32 
IX Schulter ♂ 76 
X Schulter ♀ 77 
XI Unterarm ♂ 73 
XII Schulter ♂ 55 
XIII Bauch ♀ 62 
XIV Schulter ♀ 51 
XV Schulter ♂ 45 
XVI Oberarm ♂ 59 
XVII Oberarm ♂ 65 
XVIII Schulter ♀ 77 
XIX Oberarm ♂ 55 
XX Schulter ♂ 59 
XXI Oberarm ♂ 66 
XXII Oberarm ♀ 70 
MW - - 60 
SEM - - 3,3 
Tab. 4: Kenndaten zu verwendeten hASCs aus Patientenproben. 
5.3 Substanzen 
5.3.1 Primer 
Es wurden humane Primer zum Nachweis spezifischer Gene verwendet (Tab. 5). Die 
Anneling-Temperatur (Ta) und die Zahl der Zyklen wurden in Vorversuchen bestimmt. 









Gen Spezies Nukleotidsequenz 









GUSB Mensch fw: AAACGATTGCAGGGTTTCAC 
rv: CTCTCGTCGGTGACTGTTCA 
171  60 39 
NANOG fw: GATTTGTGGGCCTGAAGAAA 
rv: AAGTGGGTTGTTTGCCTTTG 
155  40 
Sox-2 fw: ACACCAATCCCATCCACACT 
rv: GCAAACTTCCTGCAAAGCTC 
224 42 
Oct3/4 fw: CTGAGGGCGAAGCAGGAG 
rv: AATAGAACCCCAGGGTGAG 
241 38 
Rex-1 fw: TGAAAGCCCACATCCTAACG 
rv: CAAGCTATCCTCCTGCTTTGG 
554 34 
PHD1 fw: CGTCCTGTTCTCCGGCCACCCT 
rv: CCTGCCCGCCAAAACCGTCC 
498 38 
PHD2 fw: TCAATGGCCGGACGAAAGCCA 
rv: GGTTGCGACGGTCAGACCAGA 
243 38 
PHD3 fw: CGTGGAGCTCCGCACCACTC 
rv: GCCCGCAGAATCGAGGTCCG 
223 38 
HIF1AN fw: GCAGCCCACCTTGGCTCTTCC 
rv: GGCGAGACGCAGCCCCATTT 
218 38 
HIF-1α fw: CTTTGCTGGCCCAGCCGC 
rv: TGGCTTTGGCGTTTCAGCGGT 
191 40 
Tab. 5: Nukleotidsequenzen der verwendeten Primer. 
5.3.2 Antikörper 
Es wurden primäre und sekundäre Antikörper zur Darstellung von spezifischen 
Antigenen mittels Durchflusszytometrie (FACS), Immunhistochemie (IHC) und 











Spezifität Isotyp Anwendung Verdünnung Hersteller 
CD29 Maus IgG FACS 1:100 Millipore, Schwalbach, D 
CD44 Maus IgG FACS 1:500 BD Biosciences, Heidelberg, D 
CD90 Maus IgG FACS 1:150 Millipore, Schwalbach, D 








IHC 1:100 Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, USA 
Oct3/4 Maus IgG IHC 1:50 Santa Cruz, Heidelberg, D 
HIF-1α Maus IgG IHC/WB 1:100/1:300 Novus Biologicals, Cambidge, 
UK 
HIF-2α Maus IgG IHC/WB 1:100/1:500 GeneTex, Irvine, USA 
Cx43 Maus IgG IHC/WB 1:100/1:300 BD Biosciences, Heidelberg, D 
GAPDH Kaninchen 
IgG 
WB 1:1000 Abcam, Cambridge, UK 
Sekundärer Antikörper 
Spezifität Isotyp Anwendung Verdünnung Hersteller 
Maus IgG Cy3 IHC/FACS 1:100/1:500 Millipore, Schwalbach, D 
Kaninchen 
IgG 
Cy3 IHC  1:100 Millipore, Schwalbach, D 
Maus IgG Cy5 IHC 1:100 Millipore, Schwalbach, D 
Maus IgG HRP WB 1:500 Santa Cruz, Heidelberg, D 
Kaninchen 
IgG 
HRP WB 1:1000 Santa Cruz, Heidelberg, D 
Tab. 6: Verwendete primäre und sekundäre Antikörper und deren Einsatz in Durchfluss-










Anwendung Chemikalie Hersteller 
Zellkultur/ 
Inkubationen 
Deferoxamin-Mesylat (DFX) Mayne Pharma, Salisbury, 
Australien 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, München, D 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
(DMEM) 
Invitrogen, Karlsruhe, D 
Fetal Bovine Serum (FBS), 
sterilfiltriert 
Sigma-Aldrich, München, D 
Gelatinelösung 0,1% Sigma-Aldrich, München, D 
L-Glutamin 200mM Biochrom, Berlin, D 
Non Essential Amino Acids (NEAA) Biochrom, Berlin, D 
Penicillin/ Streptavidin (10mg/ml) Biochrom, Berlin, D  
Trypsin/ EDTA  Invitrogen, Karlsruhe, D  
Wasserstoffperoxid (H2O2) Carl Roth, Karlsruhe, D 
Analyse der 
mRNA-Expression 
Agarose  Biozym, Hessisch Oldendorf, D 
β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, München, D 
DNA Hyperladder IV (100-1000 bp) Bioline, Berlin, D 
DNase I Reaktionspuffer (10x) Invitrogen, Karlsruhe, D 
DNase I, RNase frei Invitrogen, Karlsruhe, D 
dNTP-Mix [10 mM] Invitrogen, Karlsruhe, D 
DTT [0,1 M] Invitrogen, Karlsruhe, D 
EDTA [25 mM] Invitrogen, Karlsruhe, D 
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, München, D 
First Strand Puffer (5x) Invitrogen, Karlsruhe, D 
M-MLV Reverse Transkriptase Invitrogen, Karlsruhe, D 
Randomprimer (250ng/µl) Invitrogen, Karlsruhe, D 
REDLoadTaqMaster Jena Bioscience, Jena, D 
RNaesy Mini Kit Qiagen, Hilden, D 





Acrylamid Sigma-Aldrich, München, D 
Aprotinin Sigma-Aldrich, München, D 
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma-Aldrich, München, D 
Bovine Serum Albumin (BSA) Carl Roth, Karlsruhe, D 






Bromphenolblau Sigma-Aldrich, München, D 
ECL Western Blotting Detection 
Reagents 
GE Healthcare, Berlin, D 
Leupeptin Sigma-Aldrich, München, D 
Milchpulver Carl Roth, Karlsruhe, D 
Pepstatin A Sigma-Aldrich, München, D 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich, München, D 
Phosphat Inhibitor Cocktail (PIC) Sigma-Aldrich, München, D 
Polyvinyldiflourid (PVDF) Membran GE Healthcare, Berlin, D 
Precision Plus Protein Standards 
Marker 
Bio-Rad, München, D 
Sodiumdodecylsulfat (SDS) Sigma-Aldrich, München, D 
Sodium Orthovanadate (SOV) Sigma-Aldrich, München, D 
Tetramethylethylenediamine 
(TEMED) 
Sigma-Aldrich, München, D 
Tris-Base Sigma-Aldrich, München, D 
Triton X-100 Carl Roth, Karlsruhe, D 





Dihydrochlorid (DAPI) Invitrogen, Karlsruhe, D 
Ethidium-Homodimer 2 (EthD-2) Life Technologies, Carlsbad, 
USA 
Methanol/Aceton 7:3 Carl Roth, Karlsruhe, D 
Phosphate Buffered Saline (PBS) GE Healthcare, Berlin, D 
Triton Sigma-Aldrich, München, D 
Tab. 7: Verwendete Chemikalien und deren Anwendung. 
5.5 Verbrauchsmaterialien 
Verbrauchsmaterialien Hersteller 
Kryoröhrchen Simport, Beloeil, Kanada 
Multiwellplatten (6-, 12-, 24,-Well) Greiner Bio-One, Frickenhausen, D 
Pipettenspitzen (10, 200, 1000 µl) Greiner Bio-One, Frickenhausen, D 
Reaktionsgefäße (0,5, 1, 1,5, 2 ml) Sarstedt, Nümbrecht, D 
Serologische Pipetten (5, 12, 25 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen, D 
Zellkulturflaschen Monolayer (25, 75 cm2) Greiner Bio-One, Frickenhausen, D 
Zentrifugenröhrchen (15, 50 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen, D 








ApoTome Carl Zeiss, Jena, D 
Axiovert 40 Carl Zeiss, Jena, D 
BD FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg, D 
Biometra® UNO II Biometra, Göttingen, D 
cLSM 510 META Carl Zeiss, Jena, D 
Eppendorf Mastercycler gradient Eppendorf, Hamburg, D 
HERAcell® 240 Thermo Scientific, Karlsruhe, D 
HERAsafe® KSP Class II Thermo Scientific, Karlsruhe, D 
LAS-3000 Fujifilm, Düsseldorf, D 
Mini Protean Tetra Cell Bio-Rad, München, D 
Mini Trans-Blot® Bio-Rad, München, D 
NanoDrop® ND-1000 Peqlap Biotechnologie, Erlangen, D 
PowerPac Basic Bio-Rad, München, D 
Rotor-Gene® Q  Qiagen, Hilden, D 
Ultraschall-Homogenisator SONOPLUS Bandelin Electronic GmbH, Berlin, D 
Tab. 9: Verwendete Laborgeräte. 
5.7 Software 
Software Hersteller 
AxioVision Carl Zeiss, Jena, D 
Gene Tools, Gene Snap Syngene, Cambridge, UK 
GraphPad InStat-3 GraphPad Software, La Jolla, USA 
LSM 510 Carl Zeiss, Jena, D 
LAS Software Fujifilm, Düsseldorf, D 
Rotor Gene Q Series Qiagen, Karlsruhe, D 
Quantity One   Bio-Rad, München, D 









In Zusammenarbeit mit der Mund-Kiefer-Gesichtschirurgie des Universitätsklinikums 
Jena wurde im Rahmen von elektiven Operationen, nach vorheriger Bewilligung 
durch die Ethikkommission der Universität Jena, subkutanes Fettgewebe aus unter-
schiedlichen Körperregionen entnommen. Aus ca. 50 g operativ entferntem 
Fettgewebes erfolgte die Isolation von humanen fettabgeleiteten Stammzellen 
(Human Adipose Tissue Derived Stem Cells, hASCs) nach dem Protokoll von Zuk et 
al. (Zuk et al. 2001). Das zerkleinerte Fettgewebe wurde durch mehrmaliges 
Waschen mit PBS und Zugabe von 2 mg/ml Kollagenase zum enzymatischen Verdau 
der extrazellulären Matrix (EZM), feinpräpariert. Durch Inkubation mit 160 mM 
Ammoniumchlorid (NH4Cl) wurden die roten Blutzellen lysiert. Nach Filtration und 
Zentrifugation blieb als Sediment die sogenannte Stromal Vascular Fraction (SVF). 
Diese wurde zunächst mit DMEM-Medium auf 6-Well-Platten ausplattiert. Die 
Separation der adhärenten hASCs als Subpopulation der SVF erfolgte durch 









Abb. 5: Isolation von humanen ASCs. Modifiziert nach (Zuk et al. 2001). Bilder: Labor für 










Feinpräparation       Waschen  










Die Kultivierung der Zellen erfolgte direkt nach der Isolation auf gelatinierten 6-Well-
Platten und bei entsprechender Konfluenz auf Zellkulturflaschen im Zellkultur-
inkubator bei einer Temperatur von 37°C, einem O2-Gehalt von 21%, einem CO2-
Gehalt von 5% und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95%. Als Medium wurde 
DMEM mit Zusatz von Kalbsserum, Glutamin, nicht-essentiellen Aminosäuren, 
Penicillin und Streptomycin verwendet. Das benutzte Medium wurde unter 
standardisierten und sterilen Bedingungen alle zwei Tage gewechselt. Dem DMEM-
Medium wurde für den Inkubationsversuch mit Wasserstoffperoxid 250 nM H2O2 
zugesetzt und jeden Tag gewechselt und erneut hinzugegeben. Bei einer Konfluenz 
von etwa 80% wurden die Zellen mittels Trypsin abgelöst und anschließend 
passagiert oder eingefroren. Für die Versuche wurden die Passagen drei bis zwölf 
verwendet. Die Zellen wurden in drei verschiedenen, jeweils um den Faktor vier 
steigenden Zelldichten (4.000, 15.000 und 60.000 Zellen pro ml) kultiviert (Abb. 6). 
Hierfür wurden die Zellen mit Trypsin entsprechend im Labor etablierter Protokolle 
von der Zellkulturflasche gelöst, in einem Falcon zentrifugiert und in 10 ml Medium 
resuspendiert. Mithilfe einer Thomakammer wurde unter dem Mikroskop die 
Konzentration der hASCs in 10 ml Medium bestimmt, die Konzentrationen von 
20.000, 75.000 und 300.000 Zellen pro 5 ml Medium berechnet und die Zellen auf je 
einem Well einer 6-Well-Platte ausplattiert. Dabei wurde darauf geachtet, dass immer 
das gleiche Volumen von 5 ml verwendet wurde, um gleiche O2-Partialdrücke zu 
garantieren. Zur Vereinfachung und besseren Darstellbarkeit wurden die 
Konzentrationen auf 1 ml Medium umgerechnet. Hieraus ergaben sich 4.000, 15.000 
und 60.000 Zellen pro ml jeweils für die niedrige, mittlere und hohe Zelldichte. 
Abb. 6: Kultivierung in 3 verschiedenen Zelldichten. hASC XII Passage 5, nach 3 Tagen 






Zur Kultivierung unter Hypoxie durch Erniedrigung des Sauerstoffgehalts wurde im 
Zellkulturinkubator HERAcell® 240, über das Prinzip der Gasverdrängung durch 
Insufflation von molekularem Stickstoff, der atmosphärische Sauerstoffgehalt auf 3% 
O2 reduziert. Bei 18% N2, 5% CO2, 95% relativer Luftfeuchtigkeit und einer 
Temperatur von 37°C wurden die Zellen auf 6-Well-Platten drei Tage kultiviert. Durch 
den Zusatz von 200 µM Deferoxamin-Mesylat (DFX) als spezifischen Inhibitor der 
sauerstoffabhängigen Prolyl Hydroxylasen PHD1, PHD2 und PHD3, wurde 
chemische Hypoxie erzeugt. 
6.3 Analyse von Oberflächenmarkern  
6.3.1 Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie (Fluorescenc Activated Cell Sorting, FACS) dient dem 
Zählen von Zellen anhand der Fluoreszenzmarkierung. Nach dem Ablösen der Zellen 
unter standardisierten Bedingungen mit 4 ml Trypsin von der Zellkulturflasche, folgte 
die Inkubation des primären Antikörpers in entsprechender Verdünnung in 100 µl 
FACS-Puffer für 30 Minuten Nach dem Waschen mit FACS-Puffer wurde der 
sekundäre Antiköper in analoger Weise im Dunkeln inkubiert. Negativkontrolle und 
sekundäre Antikörperkontrolle wurden mitgefärbt. 
6.3.2 Detektion der Immunfluoreszenz 
Die Detektion positiv markierter Zellen über Fluoreszenzsignale erfolgte mithilfe des 
Durchflusszytometers BD FACSCalibur der Firma BD Biosciences. In FACS-
Röhrchen mit 300 µl FACS-Puffer wurden etwa 500 Zellen pro Sekunde und 
insgesamt 6500 Zellen gezählt.  
6.4 Analyse der Proteinexpression mittels Immunhistochemie (IHC) 
6.4.1 Färbung 
Nach Abwaschen des Mediums wurden die Zellen zunächst mit 4% PFA eine Stunde 
bei 4°C fixiert. Die Permeabilisierung der Zellmembran zum Nachweis intrazellulärer 
Antigene erfolgte mit 350 µl 1% PBS-Triton 20 Minuten bei 4°C. Freie 
Bindungsstellen wurden mit einer Milchlösung eine Stunde bei 4°C geblockt. Der 
primäre Antikörper wurde in entsprechender Verdünnung in Milchlösung auf die 
Zellen gegeben und bei 4°C über Nacht inkubiert. Die Inkubation des sekundären 






bei 4°C. Zwischen allen Schritten wurden die Zellen jeweils dreimal mit 0,01% PBS-
Triton gewaschen. Negativkontrolle und sekundäre Antikörperkontrolle wurden 
mitgefärbt.  
6.4.2 Detektion der Immunfluoreszenz 
Beim konfokalen Laser Scanning Microscope (cLSM) wird ein Laserstrahl mit 
definierter Wellenlänge über das Objektiv in der Probe fokussiert und durch zwei 
Scanner in x- und y-Richtung abgelenkt. Am cLSM 510 META der Firma Carl Zeiss 








DAPI 488 Argon-Laser BP 420-480 
Tab. 24: Filtereinstellungen am LSM510. 
 Die Bilder wurden mit einem 40x und 20x Objektiv aufgenommen. 
6.5 Analyse der mRNA-Expression 
6.5.1 RNA-Isolation 
Die Isolation der RNA erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen nach 
Herstelleranweisungen. Um ausreichend RNA zu erhalten, wurde Zellmaterial einer 
konfluent gewachsenen Zellkulturflasche (5 x 106Zellen) eingesetzt. Die RNA wurde 
mithilfe eines Zelllysepuffers gewonnen, in drei aufeinanderfolgenden Waschschritten 
über eine Isolationssäule gereinigt und mit 25 µl RNase freiem Wasser aus der 
Membran der Säule eluiert.  
6.5.2 Bestimmung der RNA-Konzentration 
Die Bestimmung der Konzentration der isolierten RNA erfolgte mit dem 
Spektrophotometer NanoDrop® ND-1000. Hierbei wurde 1 µl der Probe auf den 
Probenteller aufgetragen, die Absorption bei einer Wellenlänge von 260 nm, dem 
Absorptionsmaximum von Nukleinsäuren, gemessen und die Konzentration der RNA 
nach dem Lambert-Beerschen Gesetz wie folgt berechnet:  






Der Quotient aus der Absorption bei 260 nm und bei 280 nm (Absorptionsmaximum 
von Proteinen)  gibt die Reinheit der isolierten RNA an und sollte ungefähr zwischen 
1,8 und 2,0 liegen. Die RNA wurde bei -80°C gelagert. 
6.5.3 cDNA Synthese 
Die Umschreibung der isolierten RNA in eine komplementäre DNA (complementary 
DNA, cDNA) erfolgte durch reverse Transkription entsprechend im Labor etablierter 
Verfahren. Es wurden je nach Versuchsansatz 0,4 µg oder 1 µg RNA in einem 
Gesamtvolumen von 10 µl RNA-Lösung angesetzt.  






DNase I 1 RT 15 
DNase I Reaktionspuffer (10x) 1 
Tab. 11: Reaktionsansatz zum DNA-Verdau. 
Die Proben wurden zum DNA-Verdau mit dem Enzym DNase I versetzt, um eine 
Kontamination mit  genomischer DNA zu verhindern.  










10 mM dNTP-Mix 1 
Tab. 12: Reaktionsansatz zur Synthese des komplementären DNA-Erststranges. 
Die enzymatische Aktivität der DNase I wurde durch Zugabe von EDTA gestoppt. 
Durch Erhitzen des Reaktionsansatzes erfolgte eine Denaturierung der RNA, gefolgt 
von der Synthese eines komplementären DNA-Erststranges durch Zugabe des 















First Strand Puffer 
(5x) 
4 25 2 
0,1 M DTT 2 
RNase freies Wasser 1 
Tab. 13: Reaktionsansatz zur Stabiliserung der RNA. 
Nach Stabilisierung der RNA mittels Dithiothreitol (DTT), wurde zu jeder Probe je 1 µl 
der M-MLV Reversen Transkriptase gegeben. Bei diesem Enzym handelt es sich um 
eine modifizierte Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transkriptase mit erhöhter 
Thermostabilität, wodurch die Amplifikation von längeren Transkripten möglich ist. 





Anlagerung 25 10 
Synthese 37 50 
Denaturierung 70 15 
 Tab. 14: Reaktionsbedingungen zur reversen Transkription. 
Die synthetisierte cDNA wurde bis zur Analyse bei -20°C gelagert. 
6.5.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) 
dient der Amplifizierung ausgewählter Genabschnitte der cDNA. Als Kit wurde der 
REDLoadTaqMaster der Firma Jena Bioscience verwendet. Dieser enthält die 
TaqPolymerase, die Enzymsubstrate (dNTP), Reaktions- und Gelladepuffer, einen 











Reagenz Volumen pro Probe 
[µl] 
REDLoadTaqMaster 5 
Primer forward 1 
Primer reverse 1 
RNase freies Wasser 17 
cDNA 1 
 Tab. 15: Reaktionsansatz zur PCR. 
Eine Negativkontrolle zur Reinheitskontrolle wurde mitgeführt. Die Amplifizierung 
erfolgte im Eppendorf Mastercycler gradient unter folgendem Temperaturgradienten:  

















 Elongation 72 5 min 
Tab. 16: Reaktionsbedingungen zur PCR. 
Die spezifische Annealing-Temperatur (Ta) betrug bei allen Primern 60°C.  
6.5.5 Gelelektrophorese 
Die elektrophoretischen Auftrennung der DNA erfolgte auf einem zweiprozentiges 
Agarosegel, welches zum Sichtbarmachen der Banden im UV-Licht mit dem 
zwischen den DNA-Strängen interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid versetzt war. 
Als Gel- und Laufpuffer wurde 1xTBE-Puffer verwendet. Es wurden 10 µl je Probe 
inklusive Negativkontrolle in eine Tasche gegeben und zur Interpretation der Größe 
des DNA-Fragmentes 5 µl des DNA-Längenstandards Hyperladder IV verwendet. 
Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 100 V und einer Laufzeit von etwa 
eine Stunde in der Gelelektrophoresekammer. Die Banden wurden unter UV-Licht 
detektiert und durch Messung  der Intensität mithilfe des Programms GeneTools  
quantifiziert. Hierbei wurden identische Flächenbegrenzungen um die Banden 
definiert. Zur Auswertung wurden die gemessenen Werte auf das Haushaltsgen 






6.5.6 Real-Time PCR 
Mithilfe der quantitativen Echtzeit-PCR (real-time PCR) wurde kontinuierlich nach 
jedem einzelnen Zyklus die Anzahl der neu gebildeten DNA-Fragmente über 
Fluoreszenz gemessen. Die Fluoreszenzintensität ist hierbei proportional zur Menge 
der amplifizierten DNA-Abschnitte. Als interkalierender Farbstoff wurde SYBRGreen 
verwendet. Die Amplifizierung erfolgt  mit dem SYBRGreen PCR-Kit der Firma 
Qiagen.  
Reagenz Volumen pro Probe 
[µl] 
SYBRGreen 10 
Primer forward 1 
Primer reverse 1 
RNase freies Wasser 7 
cDNA 1 
Tab. 17: Reaktionsansatz zur real-time PCR. 
Eine Negativkontrolle wurde mitgeführt. Die Vervielfältigung der DNA erfolgte im 
Rotor-Gene® Q unter folgenden Reaktionsbedingungen: 
















 Elongation 72 2 min 
Tab. 18: Reaktionsbedingungen zur real time PCR. 
Über die Schmelzpunktanalyse wurde die Reinheit der amplifizierten Produkte 
überprüft. Bei allen Primern wurde eine Annealing-Temperatur (Ta) von 60°C genutzt.  
Die Quantifizierung erfolgte mit der Software Rotor Gene Q Series anhand der 
gemessenen Fluoreszenzsignale. Hierbei wurde in der exponentiellen Phase der 
Amplifikation ein Schwellenwert (threshold) von 0,2 festgelegt. Der Schnittpunkt 
bezeichnet die Anzahl der Zyklen, nach denen der Schwellenwert der Fluoreszenz 






Delta Delta CT- Methode (∆∆CT) nach Livak und Schmittgen angewandt (Schmittgen 
und Livak 2008). Auch bei der Echtzeit-PCR wurden zur Auswertung die 
gemessenen Werte auf das Haushaltsgen (housekeeping gene) GUSB sowie die 
embryonale Stammzellreihe H9 bezogen. 
6.6 Analyse der Proteinexpression mittels Western Blot  
6.6.1 Proteinisolation 
Die Arbeit mit Proteinen erfolgte stets auf Eis und mit gekühlten Reagenzien. Um 
ausreichende Proteinmengen zu erhalten, wurde das Zellmaterial aus konfluent 
gewachsenen hASCs einer Zellkulturflasche (5 x 106Zellen) verwendet. Nach dem 
Waschen mit kaltem 1x PBS wurden die Zellen mit 100 µl Homogenisationspuffer, 
welcher mit Proteasen- und Phosphataseninhibitoren zum Schutz der Proteine vor 
Abbau versetzt ist, homogenisiert.  
Reagenz Homogenisationspuffer 
20mM Tris-HCl, pH 7,5 100 µl 
1% Triton X-100 500 µl 
1mM EDTA 10 µl 
H2O 4,2 ml 
1mM DTT 5 µl 
1mM PMSF 50 µl 
10µg/ml Aprotinin 5 µl 
5µg/ml Pepstatin A 50 µl 
25µg/ml Leupeptin 25 µl 
1mM SOV 0,92 mg 
1% PIC 50 µl 
Tab. 19: Ansatz des Homogenisationspuffers. 
Mittels Ultraschal (30 s, 2 Zyklen, 40% Leistung) wurde die Zell- und Kernmembran 
mechanisch lysiert und zur Reinigung von Zelltrümmern das Lysat bei 4°C und 8400 
x g für 20 Minuten zentrifugiert. Die Lagerung der isolierten Proteine erfolgte bei        
-80°C. 
6.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit der photometrischen Methode 






bindet an unpolare und basische Seitenketten von Proteinen und ändert dabei sein 
Absorptionsmaximum von 465 nm auf 595 nm. 180 µl Bradford Reagenz wurden auf 
eine 96-Well-Platte gegeben und mit je 20 µl 1:10 verdünnter Probe vermischt. Eine 
Standardkonzentrationsreihe wurde mit dem Standardprotein Rinderserumalbumin 
(Bovine Serum Albumin, BSA) erstellt und daraus eine Eichkurve ermittelt. Mit einem 
Spektrophotometer wurde die Extinktion des gebildeten Protein-Farbstoff-Komplexes 
bei 595 nm gemessen und anschließend die Proteinkonzentration mittels linearer 
Regression bezogen auf die BSA-Eichgerade berechnet. 
6.6.3 SDS-PAGE 
Mit der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Sodium Dodecyl 
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) wurden Proteinmischungen 
anhand ihres Molekulargewichts anhand erprobter laborinterner Protokolle unter 
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Je nach Größe des zu detektierenden 
Proteins wurden ein achtprozentiges oder zwölfprozentiges Trenngel sowie ein 







40% Acrylamid 3.00 ml 4.50 ml 3.00 ml 
1,5M Tris-HCl, pH 8,8 3.75 ml 3.75 ml - 
0,5M Tris-HCl, pH 6,8 - - 3.75 ml 
10% SDS 150 µl 150 µl 150 µl 
H2O 7.95 ml 6.45 ml 7.95 ml 
10% APS 150 µl 150 µl 150 µl 
TEMED 10 µl 10 µl 10 µl 
Tab. 20: Ansatz von Trenn- und Sammelgel. 
Zudem wurden 65 µg Protein auf einer Gesamtlösung von 23,5 µl eingesetzt. Die 
Denaturierung der Proteine erfolgte durch die Inkubation der Probenlösung mit 7 µl 










0.5 M Tris-HCl, pH 6.8 2,5 ml 
10% SDS 2 ml 
99% Glycerol 1 ml 
Harnstoff 3,6 g 
Bromphenolblau 10 mg 
DTT 500 mg 
Tab. 21: Ansatz des SDS-PAGE-Ladepuffers. 
Nach dem Auftragen von 20,0 µl der Probe und 7 µl des Precision Plus Protein 
Standards Markers auf das Gel, erfolgte die Gelelektrophorese in einem SDS-PAGE-
Laufpuffer. 
Reagenz SDS-PAGE-Laufpuffer 
Tris-Base 25 mM 
Glycin 190 mM 
SDS 1% 
Tab. 22: Ansatz des SDS-PAGE-Laufpuffers. 
Das Gel lief bis zum Erreichen des Trenngels bei einer Spannung von 80 V, die 
Spannung wurde anschließend auf 120 V erhöht. Die gemessenen Werte wurden 
während der Analyse der Daten auf das Haushaltprotein (housekeeping protein) 
GAPDH bezogen. 
6.6.4 Western Blot 
Nach ihrer Auftrennung wurden die Proteine in Form eines Sandwiches (Abb. 7) in 1x 
Transferpuffer vom Gel auf eine Membran in der Elektrophoresekammer bei 20 V 
über Nacht geblottet.  
Reagenz 1xTransferpuffer 
Tris-Base 25 mM 
Glycin 190 mM 
Methanol 20% 







Abb. 7: Aufbau des Western Blot-Sandwiches. Modifiziert nach (Mahmood und Yang 
2012). 
6.6.5 Detektion von Immunproteinbanden 
Um die freien Bindungsstellen der Blotmembran zu besetzen und somit 
unspezifische Bindungen der Antikörper zu verhindern, wurde die Membran mit 
Milchlösung fünf Stunden bei 4°C geblockt. Nach Waschen der Membran mit 0,1% 
Tween, erfolgte die Inkubation des primären Antikörpers in entsprechender 
Verdünnung in Milchlösung bei 4°C über Nacht. Am nächsten Tag wurde nach 
dreimaligem Waschen der sekundäre Antikörper in analoger Art und Weise auf der 
Membran für eine Stunde inkubiert. Die Detektion der Immunproteinbanden erfolgte 
mit dem Luminescent Image Analysis System (LAS) 3000 nach dem 
Chemilumineszenzprinzip. Die Membran wurde in einer Mischung aus dem ECL 
Western Blotting Detektion Reagenz A und B (1:1) im Dunkeln für eine Minute 
inkubiert. Die Expositionszeit lag je nach Antikörper zwischen 30 und 600 Sekunden. 
Die optische Dichte der Banden wurde mit einer Charge Coupled Device (CCD) 
Kamera gemessen und mithilfe der Software Quantity One der Firma Bio Rad 
quantifiziert. Es wurden identische Flächenbegrenzungen um die Chemilumineszenz-
signale definiert. Durch Strippen der Membran konnten gebundene Antikörper 
entfernt und weitere Proteine detektiert werden. 
6.7 Zellvitalität 
Der Einfluss verschiedener Substanzen auf die Zellvitalität wurde anhand 






Farbstoff Ethidium-Homodimer-2 (EthD-2) überprüft. 2 µl EthD-2 pro 1 ml Medium 
wurden auf die Zellen gegeben und 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. Eine 
Stunde bei -20°C in Methanol/Aceton 7:3 inkubierte hASCs dienten dabei als 
Positivkontrolle. Die Auswertung erfolgte am cLSM510 META mit dem 1 mW 
Helium/Neon-Laser bei einer Wellenlänge von 535 nm und BP 560-625 sowie einem 
20x Objektiv. Tote Zellen fluoreszieren rot, da durch den Zerfall der Kernmembran 
der Farbstoff in den Kern diffundieren kann. Es wurde aus 100 gezählten Zellen der 
Prozentsatz EthD-2 positiver Zellen berechnet. 
6.8 Statistik 
Alle Versuche wurden mit einer Anzahl von mindestens n = 3 unter den gleichen und 
standardisierten Bedingungen durchgeführt. Die Daten wurden als Mittelwert (MW) 
und Standardfehler (standard error of mean, SEM) angegeben. Die statistische 
Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad InStat-3. Verwendet wurden der 
ungepaarte t-Test und die one-way analysis of variance (ANOVA). Das Signifikanz-








7.1 Charakterisierung der Oberflächenmarker von hASCs  
Um morphologische Gemeinsamkeiten im Hinblick auf exprimierte Oberflächenantigene 
bei isolierten humanen fettabgeleiteten Stammzellen (hASCs) nachzuweisen und diese 
als mesenchymale Stammzellen zu charakterisieren, wurden von jedem verwendeten 
Patienten hASCs in den Passagen drei, sechs, neun und zwölf mittels FACS Analysen 
auf typische Oberflächenmarker überprüft. Isolierte hASCs wiesen ein positives 
Expressionsmuster für Marker der mesenchymalen Stammzellreihe auf (CD29, CD44, 
CD73, CD90, CD105 und CD166) (Abb. 8). Die Marker der hämatopoetischen und 
endothelialen Stammzellreihe (CD31, CD34 und CD133) waren dagegen negativ. Die 
relative Verteilung der Oberflächenmarker im Verlauf der Passagen drei, sechs, neun 


























































Abb. 8: Charakterisierung der Oberflächenmarker von hASCs mittels FACS:                     
(A) Quantitative FACS-Analyse für die Passagen 3, 6, 9 und 12, n = 7, dargestellt als MW ± 
SEM (B) Graphische Darstellung der repräsentativen Durchflusszytometrie, blau = positive 
Zellen, grün = Negativkontrolle (NK), rot = sekundäre Antikörperkontrolle (SAK) oder Isotyp 
Kontrolle (C) Repräsentative Immuncytochemie (ICC) positiver und negativer Oberflächen-
marker, Zellkern mit DAPI markiert (blau), Massstab = 100 µm 
7.2 Expression der embryonalen Gene NANOG, Sox-2, Oct3/4 und des 
Proliferationsmarkers Rex-1 in hASCs 
Zum Nachweis der Expression der embryonalen Gene NANOG, Sox-2, Oct3/4 und des 
Proliferationsmarker Rex-1 und des Expressionsverlaufs dieser Gene in isolierten 
hASCs wurde die relative mRNA-Expression in den Passagen drei, sechs, neun und 
zwölf analysiert. Hierbei zeigte sich eine nahezu konstante mRNA-Expression von 
NANOG, Sox-2, Oct3/4 und Rex-1 über alle Passagen. Ausschließlich die mRNA-
Expression von NANOG schien in Passage neun und zwölf leicht erhöht zu sein (Abb. 
9). 
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Abb. 9: Relative mRNA-Expression der embryonalen Gene NANOG, Sox-2, Oct3/4 und des 
Proliferationsmarkers Rex-1 in hASCs in Abhängigkeit von der Passage: Graphische 
Darstellung der relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-Expression mittels real time PCR, 






7.3 Einflussfaktoren auf embryonale Gene und den Proliferationsmarker Rex-1 
bei hASCs  
7.3.1 Einfluss von Hypoxie (3% O2) und Zelldichte auf embryonale Gene und den 
Proliferationsmarker Rex-1 bei hASCs 
Um den Einfluss von Hypoxie (3% O2) und Zelldichte auf die Expression embryonaler 
Gene zu prüfen, wurden hASCs in drei verschiedenen Zelldichten von 4.000, 15.000 
und 60.000 Zellen pro 1 ml Medium jeweils unter normoxischen (21% O2) sowie 
hypoxischen (3% O2) Bedingungen drei Tage standardisiert kultiviert. Dabei fiel auf, 
dass die relative mRNA-Expression von Sox-2 signifikant anstieg, wenn hASCs bei 
niedriger Zelldichte (20.000 Zellen / 5 ml) für drei Tage unter Hypoxie von 3% inkubiert 
wurden. Bei niedriger Zelldichte (4.000 Zellen / ml) zeigte sich ein höherer Einfluss von 
Hypoxie (3% O2) auf die relative mRNA-Expression von Sox-2. Bei Betrachtung der 
mittleren Zelldichte (15.000 Zellen / ml) waren tendenzielle, aber keine signifikanten 
Unterschiede zu sehen. Wenn man aber die Werte bei hoher Zelldichte (60.000 Zellen / 
ml) unter Normoxie (21% O2) und unter Hypoxie (3% O2) mit denen bei niedriger 
Zelldichte (4.000 Zellen / ml) verglich, war die relative mRNA-Expression von Sox-2 
erneut signifikant erhöht. Es zeigte sich bei hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) ein 
zunehmender Einfluss dieser (Abb. 14 A). Ähnliche Ergebnisse fanden sich auch in der 
Immuncytochemie. Bei hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) ist die Proteinexpression 
von Sox-2 höher als bei niedriger Zelldichte (4.000 Zellen / ml). Allerdings schien hier 
bei hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) die Proteinaktivität von Sox-2 unter Normoxie 
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Abb. 14: Signifikant erhöhte relative mRNA-Expression von Sox-2 durch Hypoxie (3% O2) 
und hohe Zelldichte (60.000 Zellen / ml): (A) Graphische Darstellung der relativen, gegen 
GUSB normalisierten mRNA-Expression mittels PCR, n = 5, Daten dargestellt als MW ± SEM, * 
entspricht p < 0,05, (B) Repräsentative Immuncytochemie (ICC) von Sox-2 (türkis), Zellkern mit 
DAPI markiert (blau), Massstab = 100 µm 
Weder NANOG noch Oct3/4 zeigten signifikante Unterschiede in der relativen mRNA-
Expression in Bezug auf Zelldichte und Hypoxie. Durch hohe Zelldichte (60.000 Zellen / 
ml) in Kombination mit Hypoxie (3% O2) waren die relativen mRNA-Expressionen von 





















































































Abb. 16: Unveränderte relative mRNA-Expression von NANOG und Oct3/4 durch Hypoxie 
(3% O2) in Kombination mit hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml): Graphische Darstellung 
der relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-Expression mittels PCR, n = 5, Daten 






Um hASCs hinsichtlich ihrer Proliferationsrate unter Normoxie (21% O2) und Hypoxie 
(3% O2) sowie bei unterschiedlichen Zelldichten zu untersuchen, wurde die relative 
mRNA-Expression von Rex-1 in isolierten hASCs bestimmt. Es konnte gezeigt werden, 
dass die relative mRNA-Expression von Rex-1 signifikant herunterreguliert wurde, wenn 
hASCs in hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) kultiviert wurden. Analoges konnte bei 
einer Kultivierung der hASCs unter hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) und 
gleichzeitiger Hypoxieexposition (3% O2) nachgewiesen werden. Alleinige Hypoxie 
zeigte keine Veränderungen. Bei mittlerer Zelldichte (15.000 Zellen / ml) fielen nur 
tendenzielle, aber noch keine signifikanten Änderungen auf (Abb. 15).  
 
Abb. 15: Signifikant erniedrigte relative mRNA-Expression von Rex-1 durch Hypoxie (3% 
O2) in Kombination mit hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml): Graphische Darstellung der 
relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-Expression mittels PCR, n = 4, Daten dargestellt 
als MW ± SEM, * entspricht p < 0,05 
7.3.2 Einfluss von Hypoxie (3% O2) mit anschließender Normoxie (21% O2) auf 
embryonale Gene und den Proliferationsmarker Rex-1 bei hASCs 
Zur Untersuchung des Einflusses von Hypoxie (3% O2) auf hASCs, wurden hASCs in 
hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) für drei Tage unter Hypoxie (3% O2) kultiviert und 
anschließend weitere drei Tage mit Normoxie (21% O2) behandelt. Die relative mRNA-






Kontrolle wurden Zellen in hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) für sechs Tage unter 
Normoxie (21% O2) kultiviert. Hierbei zeigte sich eine signifikante Hochregulation der 
mRNA-Expression von NANOG, wenn hASCs nach drei Tagen Hypoxie (3% O2) 
weitere drei Tage unter Normoxie (21% O2) kultiviert wurden (Abb. 18 A). Die relative 
mRNA-Expression von Sox-2 war bei Kultivierung unter Normoxie (21% O2) nach 
Hypoxie (3% O2) tendenziell, aber nicht signifikant erhöht, während die relative mRNA-
Expression von Oct3/4 keine signifikanten Veränderungen zeigte (Abb. 18 B + C). 
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Abb. 18: Signifikant erhöhte relative mRNA-Expression von NANOG nach dreitägiger 
Hypoxie (3% O2) mit anschließender dreitägiger Normoxie (21% O2): (A) NANOG, (B) Sox-
2, (C) Oct3/4, Graphische Darstellung der relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-
Expression mittels real-time PCR, n = 5, Daten dargestellt als MW ± SEM, * entspricht p < 0,05 
Weiterhin wurde die mRNA-Expression von Rex-1 analysiert, nachdem hASCs 
zunächst drei Tage in hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) unter Hypoxie (3% O2) und 
daraufhin drei Tage unter Normoxie (21% O2) inkubiert wurden. Zellen in hoher 
Zelldichte (60.000 Zellen / ml) für sechs Tage unter Normalbedingungen dienten als 
Kontrolle. Es fiel auf, dass die relative mRNA-Expression von Rex-1 signifikant 
erniedrigt war, wenn hASCs unter Normoxie (21% O2) inkubiert wurden, nachdem sie 
zuvor mit Hypoxie (3% O2) behandelt wurden  (Abb. 19). 
 
Abb. 19: Signifikant erniedrigte relative mRNA-Expression von Rex-1 nach dreitägiger 
Hypoxie (3% O2) mit anschließender dreitägiger Normoxie (21% O2): Graphische 
Darstellung der relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-Expression mittels real-time PCR, 
n = 5, Daten dargestellt als MW ± SEM, * entspricht p < 0,05 
7.3.3 Einfluss von verlängerter Expositionsdauer unter Hypoxie auf embryonaler 
Gene und den Proliferationsmarker Rex-1 bei hASCs 
Um Aussagen darüber treffen zu können, wie lange Hypoxie auf hASCs wirken muss, 
um Veränderungen der mRNA-Expression embryonaler Gene zu bewirken, wurde der 
Einfluss der Expositionsdauer von Hypoxie auf hASCs überprüft. Hierzu wurden die 
Zellen drei und zehn Tage unter Hypoxie (3% O2) inkubiert. Parallel wurde eine 






analysiert. Die Zellen wurden standardisiert in hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) 
kultiviert. Die mRNA-Expressionen von NANOG und Oct3/4 waren nach zehn Tagen 
unter Hypoxie (3% O2) tendenziell im Vergleich zu drei Tagen unter Hypoxie (3% O2) 
erhöht, während die mRNA-Expression von Sox-2 nach zehn Tagen unter Hypoxie (3% 
O2) abfiel (Abb. 20).  





















Normoxie (21% O2) 10 Tage
Hypoxie (3% O2) 3 Tage
Hypoxie (3% O2) 10 Tage
 
Abb. 20: Einfluss der Expositionsdauer unter Hypoxie (3% O2) auf die relative mRNA-
Expression embryonaler Gene und des Proliferationsmarkers Rex-1: Graphische 
Darstellung der relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-Expression mittels PCR, n = 3, 
Daten dargestellt als MW ± SEM 
7.3.4 Einfluss von chemischer Hypoxie durch DFX auf embryonale Gene und den 
Proliferationsmarker Rex-1 bei hASCs  
Um die Wirkung von Hypoxie mit 3% Sauerstoffgehalt und chemischer Hypoxie durch 
Zugabe von Deferoxamin-Mesylat (DFX) in einer Konzentration von 200 µM auf hASCs 
zu vergleichen, wurden die Zellen unter Hypoxie mit 3% Sauerstoffgehalt und 
chemische Hypoxie induziert durch 200 µM DFX drei Tage kultiviert. Als Kontrolle 
wurden hASCs unter normoxischen Bedingungen (21% O2) verwendet. Es wurden 
ausschließlich hohe Zelldichten (60.000 Zellen / ml) verwendet, um den experimentellen 
Ablauf zu standardisieren. Bei den Genen NANOG und Rex-1 war die relative mRNA-
Expression durch chemische Hypoxie (200 µM DFX) signifikant erniedrigt gegenüber 






Oct3/4 dagegen zeigten keine signifkante Änderung der mRNA-Expression durch DFX 
(Abb. 21 C + D).  
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Abb. 21: Signifikant erniedrigte relative mRNA-Expression von NANOG und Rex-1 unter 
chemischer Hypoxie vermittelt durch 200 µM DFX: (A) NANOG, (B) Rex-1, (C) Sox-2, (D) 
Oct3/4, Graphische Darstellung der relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-Expression 
mittels real-time PCR, n = 5, Daten dargestellt als MW ± SEM, * entspricht p < 0,05 
7.3.5 Einfluss von Wasserstoffperoxid (H₂O₂) auf embryonale Gene und den 
Proliferationsmarker Rex-1 bei hASCs 
Zur Überprüfung des Effektes von Wasserstoffperoxid (H₂O₂) auf hASCs wurden diese 
für drei Tage in hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) in Kombination mit H₂O₂ in einer 






DMEM-Medium ohne H₂O₂ für weitere drei Tage kultiviert. H₂O₂ wurde dabei täglich 
neu auf die Zellen gegeben. Als Kontrolle wurden hASCs in hoher Zelldichte (60.000 
Zellen / ml) sechs Tage unter Normalbedingungen kultiviert. In diesem Versuch zeigte 
sich eine signifikante Erhöhung der relativen mRNA-Expression von Sox-2, wenn 
hASCs zunächst mit 250 nM H₂O₂ und anschließend mit normalem Medium über 
insgesamt sechs Tage inkubiert wurden (Abb. 22 A). Bei der relativen mRNA-
Expression von NANOG ließ sich eine vergleichbare, aber nicht signifikante Tendenz 
nachweisen (Abb. 22 B). Die relativen mRNA-Expressionen von Oct3/4 und Rex-1 
waren durch Kultivierung mit H₂O₂ und anschließender Inkubation mit unbehandeltem 
Medium tendenziell erniedrigt (Abb. 22 C + D). 
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Abb. 22: Signifikant erhöhte relative mRNA-Expression von Sox-2 nach Inkubation mit 
250 nM H₂O₂ für drei Tage und anschließender Kultivierung mit unbehandeltem DMEM-
Medium für weitere drei Tage: (A) Sox-2, (B) NANOG, (C) Oct3/4, (D) Rex-1, Graphische 
Darstellung der relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-Expression mittels real-time PCR, 
n = 5, Daten dargestellt als MW ± SEM, * entspricht p < 0,05 
7.3.6  Einfluss der Verlängerung der Inkubationszeit mit H₂O₂ auf embryonale 
Gene und den Proliferationsmarker Rex-1 bei hASCs 
Um den Einfluss der zeitlichen Komponente auf die Expression embryonaler Gene 
unter H2O2 zu prüfen, wurden hASCs in hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) drei und 
zehn Tage mit H2O2 kultiviert. Als Kontrolle wurden hASCs kultiviert, die standardisiert 
in hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) mit normalem DMEM-Medium zehn Tage 
inkubiert wurden. Unter zehntägiger Kultivierung mit 250 nM H₂O₂ stieg die relative 
mRNA-Expression von NANOG und Oct3/4 signifikant im Vergleich zur dreitägigen 
Inkubation mit 250 nM H₂O₂ sowie zur Kontrolle an (Abb. 23). Die relative mRNA-


















































Abb. 23: Verlängerung der Inkubationsdauer mit 250 nM H₂O₂ auf zehn Tage erhöht 
signifikant die relative mRNA-Expression von NANOG und Oct3/4: (A) NANOG, (B) Oct3/4, 
(C) Sox-2, Graphische Darstellung der relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-
Expression mittels real-time PCR, n = 3, Daten dargestellt als MW ± SEM, * entspricht p < 0,05 
Im Gegensatz dazu wurde durch eine Verlängerung der Inkubationszeit mit 250 nM 
H₂O₂ von drei auf zehn Tagen die relative mRNA-Expression von Rex-1 signifikant 







Abb. 24: Signifikant erniedrigte relative mRNA-Expression von Rex-1 durch verlängerte 
Inkubation von hASCs mit 250 nM H₂O₂ auf zehn Tage: Graphische Darstellung der 
relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-Expression mittels real-time PCR, n = 3, Daten 
dargestellt als MW ± SEM, * entspricht p < 0,05 
7.4 Vermittlung der Wirkung von Einflussfaktoren   
7.4.1 Prolyl Hydroxylase 3 (PHD3) als Sauerstoffsensor in hASCs 
7.4.1.1       Wirkung von Hypoxie (3% O2) und Zelldichte auf die mRNA-Expression 
von PHD3 in hASCs 
Um die Wirkung von Hypoxie (3% O2) kombiniert mit steigender Zelldichte auf 
molekularer Ebene zu überprüfen, wurden hASCs drei Tage unter Hypoxie von 3% und 
in drei zunehmenden Zelldichten von 4.000, 15.000 und 60.000 Zellen pro 1 ml Medium 
kultiviert und die mRNA-Expression von PHD3 gemessen. Dabei fiel interessanter 
Weise auf, dass eine zunehmende Zelldichte unter Normoxie (21% O2) die relative 
mRNA-Expression von PHD3 nicht beeinflusst. Erst durch die Reduzierung des 
Sauerstoffgehalts auf 3% war eine signifikante Erhöhung der mRNA-Expression von 
PHD3 messbar. Dieser Effekt verstärkte sich nochmals durch eine steigende Zelldichte 
(Abb. 25 A). Demgegenüber waren keine signifikanten Veränderungen der relativen 
mRNA-Expression von PHD2 und HIF1AN zu verzeichnen (Abb. 25 B + C). PHD1 war 
























































































Abb. 25: Die relative mRNA-Expression von PHD3 wird durch Hypoxie (3% O2) in 
Kombination mit steigender Zelldichte signifikant erhöht: (A) PHD3, (B) PHD2, (C) 
HIF1AN, Graphische Darstellung der relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-Expression 
mittels real-time PCR, n = 4, Daten dargestellt als MW ± SEM, * entspricht p < 0,05 
7.4.1.2 Wirkung von chemischer Hypoxie vermittelt durch DFX und 
Wasserstoffperoxid (H2O2) auf die mRNA-Expression von PHD3 in hASCs 
Zur Klärung des Einflusses von chemischer Hypoxie durch DFX und Wasserstoffperoxid 
(H2O2) auf hASCs, wurden hASCs für drei Tage mit 200 µM Deferoxamin-Mesylat 
(DFX) und 250 nM H2O2 in hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) inkubiert. HASCs 
standardisiert in hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) unter Hypoxie (3% O2) und mit 
einfachem DMEM-Medium wurden für drei Tage als Kontrolle kultiviert. Es war zu 
beobachten, dass die mRNA-Expression von PHD3 auch unter chemischer Hypoxie 
signifikant anstieg. Die Erhöhung der relativen mRNA-Expression von PHD3 durch 
chemische Hypoxie vermittelt durch DFX war zudem um den Faktor 15 größer 
verglichen mit Hypoxie durch reduzierten Sauerstoffgehalt auf 3%. Die Kombination aus 
chemischer und physiologischer Hypoxie führte zu keinem weiteren Effekt. Weiterhin 
war zu beobachten, dass H2O2 keine signifikante Veränderung der relativen mRNA-






dazu blieben die relative mRNA-Expression von PHD2 und HIF1AN unter analogen 
Bedingungen unverändert (Abb. 26 B + C).  
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Abb. 26: Signifikant erhöhte relative mRNA-Expression von PHD3 durch dreitägige 
chemische Hypoxie vermittelt durch 200 µM DFX alleine und in Kombination mit 250 nM 
H2O2: (A) PHD3, (B) PHD2, (C) HIF1AN, Graphische Darstellung der relativen, gegen GUSB 
normalisierten mRNA-Expression mittels real-time PCR, n = 5, Daten dargestellt als MW ± 






7.4.1.3 Wirkung von Hypoxie (3% O2) und anschließender Normoxie (21% O2) 
auf die mRNA-Expression von PHD3 in hASCs 
Zum Nachweis der Reversibilität der Veränderung der mRNA-Expression von PHD3 in 
hASCs unter Hypoxie (3% O2), wurden hASCs in hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) 
zunächst drei Tage unter physiologischer Hypoxie mit einem Sauerstoffgehalt von 3% 
und anschließend unter Normoxie (21% O2) für weitere drei Tage inkubiert. Nach einer 
Inkubationszeit von insgesamt sechs Tagen, wurde die relative mRNA-Expression von 
PHD3 bestimmt. Als Kontrolle wurden hASCs in hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) 
sechs Tage unter Normalbedingungen (21% O2) kultiviert. Nach dreitägiger Hypoxie 
von 3% Sauerstoffgehalt, war die relative mRNA-Expression von PHD3 im Vergleich zur 
Kontrolle erneut signifikant erhöht. Durch den normalen Sauerstoffgehalt von 21% fiel 
die relative mRNA-Expression von PHD3 erneut signifikant ab und zwar auf analoge 
Werte, wie vor der Hypoxieexpostion (Abb. 27 A). Die Transkription von PHD3 in 
hASCs scheint demnach besonders sensitiv und reversibel reguliert zu werden. Die 
relativen mRNA-Expressionen von PHD2 und HIF1AN zeigten keine signifikanten 
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Abb. 27: Signifikante Erhöhung der relativen mRNA-Expression von PHD3 nach 
dreitägiger Hypoxie (3% O2) mit signifikanter Erniedrigung durch anschließende 
dreitägige Normoxie (21% O2) in hASCs: (A) PHD3, (B) PHD2, (C) HIF1AN, Graphische 
Darstellung der relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-Expression mittels real-time PCR, 
n = 5, Daten dargestellt als MW ± SEM, * entspricht p < 0,05 
7.4.2 Hypoxie-induzierbarer Faktor Hif 1α als Signalmolekül für Hypoxie in 
hASCs 
7.4.2.1 Wirkung von Hypoxie (3% O2) und Zelldichte auf die mRNA-
Expression von Hif 1α in hASCs 
Um die regulatorische Rolle eines weiteren für Hypoxie entscheidenden Moleküls zu 
untersuchen, wurden hASCs für drei Tage unter Normoxie (21 % O2) und Hypoxie (3% 
O2) sowie in drei verschiedenen ansteigenden Zelldichten (4.000, 15.000 und 60.000 
Zellen pro 1 ml Medium) kultiviert. Anschließend wurde die relative mRNA-Expression 
von Hif 1α analysiert. Hierbei fiel auf, dass eine zunehmende Zelldichte unter Normoxie 
(21% O2) die relative mRNA-Expression von Hif 1α tendenziell, aber nicht signifikant 
senkte. Wenn allerdings hASCs in niedriger Zelldichte (4.000 Zellen / ml) und unter 
Hypoxie (3% O2) kultiviert wurden, war eine signifikante Reduktion der relativen mRNA-







Abb. 28: Signifikant erniedrigte relative mRNA-Expression von Hif 1α unter Hypoxie (3% 
O2) kombiniert mit hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml): Graphische Darstellung der 
relativen, gegen GUSB normalisierten mRNA-Expression mittels real-time PCR, n = 4, Daten 
dargestellt als MW ± SEM, * entspricht p < 0,05 
Um die Expression von Hif 1α darüber hinaus auf Proteinebene zu analysieren, wurde 
mittels Western Blot die relative Proteinkonzentration von Hif 1α unter jeweils 
normoxischen (21% O2) und hypoxischen (3% O2) Bedingungen sowie in niedriger 
(4.000 Zellen / ml) und hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) bestimmt. Die Dauer jedes 
Versuchsansatzes betrug standardisiert drei Tage. Auch hierbei ließ sich feststellen, 
dass die relative Verteilung des Proteins Hif 1α bei hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) 
tendenziell niedriger war als bei niedriger Zelldichte (4.000 Zellen / ml). 
Interessanterweise stieg die Proteinkonzentration von Hif 1α leicht unter hoher 
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Abb. 29: Erniedrigte relative Proteinexpression von Hif 1α durch hohe Zelldichte (60.000 
Zellen / ml): (A) Graphische Darstellung der relativen, gegen GAPDH normalisierten Protein-
expression mittels Western Blot, n = 3, Daten dargestellt als MW ± SEM, (B) Repräsentative 
Western Blot Banden von Hif 1α 
Zudem wurde die relative Proteinexpression von Hif 3α unter analogen Bedingungen 
mittels Western Blot gemessen. Hier zeigte sich im Gegensatz zu Hif 1α eine 
tendenzielle Erhöhung der Proteinexpression von Hif 3α, wenn hASCs in hoher 
Zelldichte (60.000 Zellen / ml) kultiviert wurden (Abb. 30).  








Abb. 30: Tendenziell erhöhte relative Proteinexpression von Hif 3α durch hohe Zelldichte 
(60.000 Zellen / ml): (A) Graphische Darstellung der relativen, gegen GAPDH normalisierten 
Proteinexpression mittels Western Blot, n = 3, Daten dargestellt als MW ± SEM, (B)  
Repräsentative Western Blot Banden von Hif 3α 
7.4.2.2 Wirkung von chemischer Hypoxie mittels DFX und 
Wasserstoffperoxid (H2O2) auf die mRNA-Expression von Hif 1α in hASCs 
Zur Verifizierung des Einflusses von chemischer Hypoxie und ROS auf den Signalfaktor 
Hif 1α in hASCs, wurden die Zellen jeweils standardisiert für drei Tage in hoher 
Zelldichte (60.000 Zellen / ml) mit 200 µM DFX und 250 nM H2O2 inkubiert und die 
relative mRNA-Expression von Hif 1α gemessen. In der Kontrolle wurden hASCs drei 
Tage in hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) mit unbehandeltem Medium kultiviert. Die 
relative mRNA-Expression von Hif 1α war hierbei durch DFX im Vergleich zur Kontrolle 
signifikant reduziert. H2O2 senkte das Hif 1α-Levels tendenziell, aber nicht signifikant 
(Abb. 31).  
 
Abb. 31: Signifikant erniedrigte relative mRNA-Expression von Hif 1α durch chemische 
Hypoxie mittels 200 µM DFX: Graphische Darstellung der relativen, gegen GUSB 
normalisierten mRNA-Expression mittels real-time PCR, n = 4, Daten dargestellt als MW ± 






7.4.3 Connexine als Transmembranproteine zur Kommunikation zwischen Zellen 
in hASCs 
7.4.3.1 Wirkung von Hypoxie (3% O2) und Zelldichte auf die mRNA-
Expression von GJA1 in hASCs  
Um die Wirkung von Zelldichte, als weiteren entscheidenden Einflussfaktor auf isolierte 
hASCs zu verstehen, wurden diese in ansteigender Zelldichte von 4.000 bis 60.000 
Zellen / ml Medium sowie jeweils unter Normoxie (21% O2) und Hypoxie (3% O2) drei 
Tage kultiviert. Daraufhin wurde die mRNA-Expression von GJA1, dem kodierenden 
Gen für Cx43, analysiert. Es zeigte sich, dass unter hypoxischen Bedingungen mit 3% 
Sauerstoffgehalt in Kombination mit hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) die relative 
mRNA-Expression von GJA1 im Vergleich zur niedrigeren (4.000 Zellen / ml) und 
mittleren Zelledichte (15.000 Zellen / ml) unter Hypoxie (3% O2) signifikant anstieg. 
Dieser Effekt konnte unter Normoxie (21% O2) nur tendenziell nachgewiesen werden. 
Hypoxie (3% O2) alleine führte nur bei mittlerer (15.000 Zellen / ml) und hoher Zelldichte 
(60.000 Zellen / ml) zu einem Anstieg (Abb. 33 A). In der Immuncytochemie (ICC) 
konnte eine deutliche Zunahme der Aktivität von Cx43 unter Hypoxie (3% O2) in 
Kombination mit hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) nachgewiesen werden. Die 
alleinige Zunahme der Zelldichte führte zu einem geringen Anstieg der Cx43-Aktivität 
bei hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) verglichen mit niedriger Zelldichte (4.000 Zellen 
/ ml). Die Inkubation unter Hypoxie (3% O2) in Kombination mit niedriger Zelldichte 
(4.000 Zellen / ml) zeigte keine Aktivitätszunahme von Cx43 (Abb. 33 B). In den 
Western Blot Analysen zeigten sich analoge Ergebnisse. Ein deutlicher Anstieg der 
Proteinaktivität von Cx43 wurde unter Hypoxie (3% O2) kombiniert mit hoher Zelldichte 
(60.000 Zellen / ml) gemessen. Hohe Zelldichte (60.000 Zellen / ml) unter Normoxie 
(21% O2) zeigte eine höhere Aktivität von Cx43 im Vergleich zu niedrigere Zelldichte 
(4.000 Zellen / ml) unter Normoxie (21% O2). Allerdings schien die Aktivitätszunahme 
von Cx43 bei niedriger Zelldichte (4.000 Zellen / ml) unter Hypoxie (3% O2) hier 













Abb. 33: Signifikant erhöhte relative mRNA-Expression von GJA1 unter Hypoxie (3% O2) 
kombiniert mit steigender Zelldichte: (A) Graphische Darstellung der relativen, gegen GUSB 
normalisierten mRNA-Expression mittels real-time PCR, n = 4, Daten dargestellt als MW ± 
SEM, * entspricht p < 0,05, (B) Repräsentative Immuncytochemie (ICC) von Cx43 (gelb), 
Zellkern mit DAPI markiert (blau), Pfeil markiert Cx43, Massstab = 100 µm, (C) Repräsentative 
Western Blot Banden von Cx43 
7.4.4 Untersuchung der Wirkung von Inkubationsbedingungen auf hASCs 
Um sicherzustellen, dass die isolierten hASCs durch die verwendeten Substanzen und 
Inkubationsbedingungen nicht geschädigt wurden, erfolgte mit Hilfe von Ethidium-
Homodimer-2 (EthD-2) unter den genannten Bedingungen eine Bestimmung der 






standardisierten Versuchsansätzen. Bei unterschiedlicher Inkubationsdauer wurde die 
relative Anzahl EthD-2 positiver Zellen unter der längsten angewandten 
Inkubationsdauer geprüft. Als Positivkontrolle wurde Methanol/Aceton verwendet. 
Zudem wurde eine standardisierte Negativkontrolle analysiert. Sowohl unter Hypoxie 
(3% O2), chemischer Hypoxie durch 200 µM DFX als auch während der Inkubation mit 
200 nM Wasserstoffperoxid (H2O2) war kein signifikant erhöhte Anzahl an EthD-2 
positiven Zellen nachweisbar (Abb. 34).  
A            B 
 
Abb. 34: Keine signifikant erhöhte Anzahl an EthD-2 positiven Zellen durch Hypoxie (3% 
O2), chemischer Hypoxie mittels 200 µM DFX und 250 nM H2O2: (A) Quantitative Analyse 
der relativen Anzahl EthD-2 positiver Zellen, n = 3, Daten dargestellt als MW ± SEM, (B) 









8.1 Charakterisierung der mesenchymalen Oberflächenmarker in hASCs 
Der Phänotyp von humanen fettabgeleiteten Stammzellen ist nahezu identisch zu 
dem von humanen mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark (Pittenger 
et al. 1999). Beide Zelltypen exprimieren Proteine für die gleichen Adhäsions- und 
Rezeptormoleküle (Pittenger et al. 1999). Es wurden die Oberflächenmarker-
charakteristika von isolierten hASCs nachgewiesen und diese über mehrere 
Passagen beobachtet, um gleiche und standardisierte Bedingungen bei der Arbeit 
mit Stammzellen aus humanem Fettgewebe zu garantieren. HASCs zeigten über alle 
Passagen ein für mesenchymale Stammzellen typisches Profil an 
Oberflächenmarker. Speziell waren sie positiv für CD73, CD90, CD105 und CD166, 
typischen Markern zum Nachweis multilinearen Differenzierungspotentials (Gimble et 
al. 2007, Gronthos et al. 2001, Mitchell et al. 2006, Pittenger et al. 1999). Weiterhin 
wurde nachgewiesen, dass isolierte hASCs positiv für das β1-Integrin CD29 und den 
Hyaluronat-Rezeptor CD44 waren (Gimble et al. 2007, Mitchell et al. 2006). 
Demgegenüber waren hASCs negativ für hämatopoetische und endotheliale 
Oberflächenmarker, wie CD31, CD34 und CD133 (Gimble et al. 2007). Mitchell et al. 
fanden heraus, dass erst ab Passage drei bis vier typische mesenchymale Marker in 
hASCs exprimiert werden, während in der Stromal Vascular Fraction (SVF) CD34 
noch stark exprimiert wird (Mitchell et al. 2006). Diese Ergebnisse korrelieren mit den 
erhobenen Daten. In der vorliegenden Arbeit wurden die Oberflächenantigene ab 
Passage drei analysiert und typische Expressionen der Immunophenotypen 
entsprechend der Analysen von Mitchell et al. gefunden. Für CD34 waren die Zellen 
bereits negativ. Aus Fettabsaugungen gewonnene hASCs zeigten im Vergleich zu 
hASCs aus chirurgischen Eingriffen eine höhere Anzahl an CD34 positiven Zellen, 
was vermutlich in der unterschiedlichen Isolationstechnik zu begründen war (Bekhite 
et al. 2014). Zudem war es bei hASCs aus chirurgischen Eingriffen leichter mögliche 
Kontaminationen mit CD31 und CD34 positiven Zellen durch die initiale Entfernung 
der Gefäßstrukturen vor der enzymatischen Dissoziation zu reduzieren. Aus diesen 






Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit die isolierten hASCs aus 
Patientenproben entnommen im Rahmen von Operationen in der Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgie im Universitätsklinikum Jena als Stammzellen der mesenchymalen 
Stammzellreihe charakterisiert werden. Die mesenchymalen Oberflächen-
charakteristika blieben zudem über zwölf Passagen hinweg stabil.  
8.2 Einfluss von Hypoxie (3% O2) und Zelldichte auf embryonale Gene und 
den Proliferationsmarker Rex-1 in hASCs 
Die Daten zeigten eine nahezu stabile mRNA-Expression der embryonalen Gene 
NANOG, Sox-2 und Oct3/4 sowie des Proliferationsmarkers Rex-1 in hASCs, wenn 
diese unter standardisierten Kultivierungsbedingungen über mehrere Passagen 
inkubiert wurden. Unter dem Einfluss der physiologischen Faktoren Zelldichte und 
Hypoxie stieg vor allem die relative mRNA-Expression von Sox-2 nach drei Tagen 
Kultivierung signifikant, wenn hASCs unter definierter Hypoxie mit einem 
Sauerstoffgehalt von 3% und gleichzeitiger hoher Zelldichte von 60.000 Zellen pro ml 
kultviert wurden. Weiterhin stieg die relative Sox-2-mRNA-Expression signifikant, 
wenn hASCs bei niedriger Zelldichte (4.000 Zellen / ml) für drei Tage zusätzlich unter 
Hypoxie von 3% inkubiert wurden. Bei niedriger Zelldichte (4.000 Zellen / ml) zeigte 
sich also ein höherer Einfluss von Hypoxie (3% O2) auf die relative mRNA-
Expression von Sox-2. Bei Betrachtung der mittleren Zelldichte (15.000 Zellen / ml) 
waren keine signifikanten Unterschiede zu sehen. Wenn man die gemessenen Werte 
bei hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) unter Normoxie (21% O2) und unter Hypoxie 
(3% O2) mit denen bei niedriger Zelldichte (4.000 Zellen / ml) verglich, war die 
relative mRNA-Expression von Sox-2 erneut signifikant erhöht. Es zeigte sich bei 
hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) ein zunehmender Einfluss der Zelldichte auf die 
relative mRNA-Expression von Sox-2 in hASCs. In den immuncytochemischen 
Untersuchungen konnte eine erhöhte Proteinexpression von Sox-2 bei hoher 
Zelldichte von 60.000 Zellen pro ml gemessen werden, welche jedoch im Gegensatz 
zur PCR unter Normoxie (21% O2) größer war als unter Hypoxie (3% O2). Vermutlich 
kam es hierbei zu Regenregulationsmechanismen in der Zelle oder diese 
Abweichung muss als Fehler in der Methode gewertet werden. Die relativen mRNA-
Expressionen der embryonalen Gene NANOG und Oct3/4 stiegen dagegen nur 
tendenziell, aber nicht signifikant durch den Einfluss von hoher Zelldichte (60.000 






Hypoxie (3% O2) von drei auf zehn Tage zeigte keinen weiteren Effekt. Durch 
chemische Hypoxie mittels DFX ließ sich eine ähnliche Wirkung verglichen mit 
Hypoxie durch reduzierten Sauerstoffgehalt erzielen. Die relative mRNA-Expression 
von Rex-1 fiel durch DFX sogar signifikant stärker ab. Allerdings war die relative 
mRNA-Expression von NANOG durch DFX im Gegensatz zu Hypoxie mit 3% 
Sauerstoffgehalt signifikant reduziert. Hierbei könnte eine unterschiedliche 
Regulation der embryonalen Gene NANOG, Sox-2 und Oct3/4 durch verschiedene 
Einflussfaktoren vermutet werden. Andere experimentelle Studien fanden heraus, 
dass durch Hypoxie mit 2% Sauerstoffgehalt humane embryonale und 
mesenchymale Stammzellen in undifferenziertem Stadium stabilisiert wurden und 
embryonale Gene, vor allem Oct3/4 anstiegen (Grayson et al. 2007, Simon und Keith 
2008). Eine aktuelle Studie von Fotia et al. zeigte 2014 eine Erhöhung der 
embryonalen Gene NANOG und  Sox-2 durch Hypoxie von 1% Sauerstoff in hASCs 
(Fotia et al. 2014). Heneidi et al. isolierten eine spezielle stressresistente Zelllinie 
ausgehend von hASCs und zeigten, dass zellstressauslösende Kulturbedingungen, 
wie verlängerte Inkubation in Kollagenase, vermindertes Medium, erniedrigte 
Temperaturen und Hypoxie zu erhöhter Expression von NANOG, Sox-2 und Oct3/4 
führten (Heneidi et al. 2013). Einige Studien wiesen in diesem Zusammenhang 
bereits das verbesserte Überleben von humanen embryonalen und mesenchymalen 
Stammzellen durch Hypoxie-präkonditionierung in ischämischen Milieu in vitro nach 
(Abdollahi et al. 2011, Csete 2005, Grayson et al. 2007). Bezüglich des Einflusses 
von Zelldichte auf embryonale Gene in hASCs fanden Kim et al. heraus, dass bei 
hohen Zelldichten von 5.000 Zellen pro cm2 Zellkommunikations- und 
Signaltransduktionsgene erhöht exprimiert wurden (Kim et al. 2014). Auch Gage et 
al. beschrieben den bedeutenden Einfluss von unterschiedlichen Zelldichten auf die 
Differenzierung von humanen embryonalen Stammzellen (Gage et al. 2013). Bisher 
gab es allerdings kaum Studien, die den Einfluss von Zelldichte auf hASCs 
untersuchten. 
Neben der Pluripotenz wird auch die Proliferation von humanen embryonalen, 
hämatopoetischen, mesenchymalen und neuronalen Stammzellen über den 
Sauerstoffgradienten reguliert (Ezashi et al. 2005, Mohyeldin et al. 2010). Im 
Gegensatz zu dem Einfluss von Zelldichte und Hypoxie auf Stammzellgene 






Expression des Proliferationsfaktors Rex-1. Durch hohe Zelldichte (60.000 Zellen / 
ml) sowohl unter Normoxie (21% O2) als auch unter Hypoxie (3% O2) wurde die 
relative mRNA-Expression von Rex-1 signifikant herabreguliert. Der Einfluss von 
Zelldichte schien hierbei größer zu sein als der Einfluss durch Hypoxie. In der 
Literatur existierten hierzu unterschiedliche Meinungen. Hogel et al. beschrieben eine 
verminderte Proliferation von Plattenepithelkarzinomzellen der Kopf- und Halsregion 
unter Hypoxie von 1% O2 (Hogel et al. 2011), während Grayson et al. eine erhöhte 
Proliferationsrate bei humanen mesenchymalen Stammzellen unter Hypoxie von 2% 
O2 fanden (Grayson et al. 2007). In der vorliegenden Arbeit wurde allerdings 
zusätzlich mit zunehmender Zelldichte gearbeitet. Alleinige Hypoxie (3% O2) führte 
bei niedriger Zelldichte von 4.000 Zellen pro ml zu einer erhöhten relativen mRNA-
Expression des Proliferationsmarkers Rex-1. Erst durch erhöhte Zelldichte (60.000 
Zellen / ml) nahm der Einfluss der Zelldichte zu und die relative mRNA-Expression 
von Rex-1 sank signifikant. Kim et al. zeigten kürzlich, dass Proliferationsgene in 
hASCs erhöht exprimiert wurden, wenn die Zellen in niedriger Zelldichte von 200 
Zellen pro cm2 über 7 Tage kultiviert wurden (Kim et al. 2014). Dieses Ergebnis 
korreliert mit den Daten aus der vorliegenden Arbeit. 
Wenn man die erhobenen Daten bis hierhin zusammenfassend betrachtet, konnte 
den isolierten hASCs ein grundlegender und belegt durch die signifikante Erhöhung 
des Stammzellgens Sox-2 und die signifikante Reduzierung des Proliferations-
markers Rex-1 beeinflussbarer Stammzellcharakter nachgewiesen werden. Vermittelt 
wurden diese Effekte durch den reduzierten Sauerstoffgehalt auf 3% (Hypoxie) und 
eine hohe Zelldichte von 60.000 Zellen pro ml. 
8.3 Einfluss von ROS auf embryonale Gene und den Proliferationsmarker 
Rex-1 in hASCs 
Zudem zeigte sich, dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS) Einfluss auf die 
embryonalen Gene NANOG, Sox-2 und Oct3/4 und den Proliferationsmarker Rex-1 
nahmen. Durch die täglich wiederholte Inkubation von hASCs mit H2O2 über zehn 
Tage stieg die relative mRNA-Expression von NANOG und Oct3/4 signifikant. Auch 
die relative mRNA-Expression von Sox-2 war durch H2O2-Exposition tendenziell, aber 
nicht signifikant erhöht. Gleichzeitig wurde die relative mRNA-Expression von Rex-1 
signifikant herabreguliert. In Versuchen zur Zellvitalität wurde nachgewiesen, dass 






experimentelle Studie von Dentelli et al. zeigte, dass die Produktion von reaktiven 
Sauerstoffspezies (ROS) und die Expression von NANOG und Oct3/4 in einem 
diabetischem Milieu in hASCs hochreguliert wurden (Dentelli et al. 2013). Hierbei ist 
eine Adaptation der Zellen an den oxidativen Stress als Ursache zu vermuten. Diese 
Daten korrelieren mit den gemessenen Ergebnissen. Es ist möglicherweise davon 
auszugehen, dass hASCs grundlegend ROS durch Hypoxie, wie sie unter anderem 
in diabetischem Milieu auftritt, generieren und dadurch Effekte auf embryonale Gene 
vermittelt werden, wie sie auch durch sekundär zugeführte ROS zu beobachten sind. 
Durch das Antioxidans Ascorbinsäure wurde in einer anderen Studie eine Reduktion 
der Gene NANOG und Sox-2 in hASCs bewirkt (Sun et al. 2013). Zudem wiesen Kim 
et al. 2012 nach, dass in hASCs unter Hypoxie (2% O2) durch die NADPH-Oxidase 4 
(Nox4), welche sich in der Nähe von Mitochondrien befindet, ROS gebildet wurden. 
Dies führte wiederrum zu einer Hochregulierung von Oct3/4 und Rex-1 (Kim et al. 
2012). Passend hierzu stieg auch in den erhobenen Daten die relative mRNA-
Expression von Oct3/4 signifikant durch ROS. Allerdings konnte in der vorliegenden 
Arbeit eine signifikante Reduktion der relativen mRNA-Expression von Rex-1 durch 
H2O2 nachgewiesen werden. In anderen Experimenten der vorliegenden Arbeit 
wurde bereits gezeigt, dass die relative mRNA-Expression von Rex-1 durch alleinige 
Hypoxie erhöht war und erst durch zusätzliche hohe Zelldichte signifikant reduziert 
wurde. Offenbar ist, neben durch Hypoxie generierten ROS, die zusätzliche 
sekundäre Zufuhr von ROS oder weitere mögliche ROS-generierende Faktoren wie 
möglicherweise hohe Zelldichte nötig. Reaktive Sauerstoffspezies beeinflussen 
hASCs in ähnlicher Art und Weise wie Hypoxie (Fraisl et al. 2009). Verglichen mit 
Hypoxie (3% O2) stiegen bei den erhobenen Daten die relativen mRNA-Expressionen 
der embryonalen Gene NANOG und Oct3/4 signifikant und Sox-2 tendenziell durch 
die Inkubation mit H2O2, während durch Hypoxie mit reduziertem Sauerstoffgehalt die 
relative mRNA-Expression von Sox-2 signifikant und NANOG und Oct3/4 tendenziell 
stiegen. Die relative mRNA-Expression von Rex-1 wurde sowohl durch Hypoxie (3% 
O2) als auch H2O2 signifikant reduziert. Der Anstieg unter H2O2 war allerdings erst 
nach zehn Tagen Expositionsdauer zu verzeichnen, war dann aber größer als unter 
Hypoxie (3% O2). Da der Einfluss von Zelldichte in den vorher beschriebenen 
Experimenten bei hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) am größten war, wurden in 







Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass ROS eine 
vergleichbare Wirkung wie Hypoxie auf embryonale Gene und den 
Proliferationsmarker Rex-1 in isolierten hASCs haben. Diese Tatsache ist 
möglicherweise durch die Generierung von ROS vermittelt durch Hypoxie in hASCs 
zu erklären.  
8.4 Einfluss von Hypoxie (3% O2) und Zelldichte auf die mRNA-Expression 
von PHD3 in hASCs 
Um im Ansatz verstehen zu können, wie hASCs unter diesen analysierten 
Bedingungen den reduzierten Sauerstoffgehalt und die Zelldichte wahrnehmen 
konnten, analysierten wir die relative mRNA-Expression der verschiedenen PHD-
Isoformen PHD1, PHD2 und PHD3. Die vorliegenden Daten zeigten deutlich, dass 
vor allem PHD3 in hASCs grundlegend exprimiert und durch hohe Zelldichte (60.000 
Zellen / ml) zusammen mit reduziertem Sauerstoffgehalt auf 3% signifikant 
hochreguliert wurde. Hohe Zelldichte (60.000 Zellen / ml) unter Normoxie (21% O2) 
zeigte allerdings keine signifikanten Veränderungen der relativen mRNA-Expression 
von PHD3. Der Einfluss von Hypoxie (3% O2) war hierbei entscheidender. 
Chemische Hypoxie vermittelt durch DFX zeigte auch hier vergleichbare Effekte wie 
Hypoxie durch reduzierten Sauerstoffgehalt. Die relative mRNA-Expression von 
PHD3 stieg durch chemische Hypoxie signifikant und sogar stärker verglichen mit 
Hypoxie durch 3% Sauerstoffgehalt. Die Prolyl Hydroxylase PHD2 sowie HIF1AN 
zeigten keine signifikanten Veränderungen, während PHD1 nicht nachweisbar war. 
Hogel et al. wiesen eine Hochregulation von PHD3 durch Hypoxie (1% O2) in 
Plattenepithelkarzinomzellen der Kopf- und Halsregion nach, welche für das 
Zellüberleben durch vermindertes Sauerstoff-angebot entscheidend ist (Hogel et al. 
2011). Selbst wenn nur ein Teil der Zellen PHD3 exprimieren, haben eine größere 
Zahl der Zellpopulation hiervon einen Benefit in Bezug auf das Zellüberleben (Hogel 
et al. 2011). Eine Überexpression von PHD3 unter Normoxie führte wiederrum zum 
apoptotischen Zelltod in neuronalen Zellen (Lee et al. 2005), sodass Hogel et al. 
PHD3 eine duale Funktion je nach Zelltyp und Sauerstoffversorgung zuschreiben 
(Hogel et al. 2011). Zudem vermuten Ginouves et al. die Erhöhung der Expression 
von PHD3 unter Hypoxie als adaptiven Mechanismus zum Schutz vor Apoptose und 






Die vorliegenden Versuche ergaben zudem, dass die relative mRNA-Expression von 
PHD3 in isolierten hASCs sensitiv auf den umgebenden Sauerstoffgehalt reagierte. 
Durch Kultivierung von hASCs unter Hypoxie (3% O2) und anschließender Normoxie 
(21% O2), fiel die zunächst erhöhte relative mRNA-Expression von PHD3 erneut ab. 
Es zeigte sich eine potentielle Umkehrbarkeit der erzielten Effekte von Hypoxie auf 
die relative mRNA-Expression von PHD3. HASCs scheinen demnach über die 
Erhöhung der Prolyl Hydroxylase 3 (PHD3) die Sauerstoffkonzentration in ihrer 
Umgebung wahrzunehmen und über die Modulation des Hypoxie-induzierbaren 
Faktors Hif 1α darauf zu reagieren. Zu diesem Ergebnis kam auch Semenza 
(Semenza 2011). PHD3 wird in diesem Zusammenhang als wichtiger Modulator von 
Hif 1α während der Reaktion auf niedrige Sauerstofflevel beschrieben (Appelhoff et 
al. 2004).  
ROS, vermittelt durch H2O2 alleine, zeigten in diesem Versuch keinen Effekt auf die 
relative mRNA-Expression von PHD3. Wie bereits vermutet können offenbar H2O2 
und andere ROS durch Hypoxie in hASCs generiert werden und erzielen ähnliche 
Effekte wie sekundär zugeführte ROS, jedoch wird die Wirkung möglicherweise über 
unterschiedliche Mechanismen in der Zelle vermittelt. Dies würde bedeuten, dass bei 
der Regulation von Effekten durch ROS andere Faktoren, möglicherweise andere 
Isoformen der Prolyl Hydroxylasen, stärkeren Einfluss nehmen. Hagen vermutete in 
diesem Zusammenhang 2012, dass die Wirkung von Hypoxie und durch 
Mitochondrien generierte ROS auf Zielgene von Hif zwar ähnlich ist, aber durch 
verschiedene Signaltransduktionswege vermittelt wird. Während Hypoxie vorwiegend 
über Prolyl Hydroxylasen reguliert wird, werden die Effekte von H2O2 durch den 
Factor Inhibiting HIF (FIH), auch bekannt als HIF1AN vermittelt (Hagen 2012). 
Schlussfolgernd konnten gezeigt werden, dass speziell die relative mRNA-
Expression der Isoform PHD3 der Prolyl Hydroxylasen in isolierten hASCs 
entscheidend durch Hypoxie mit dreiprozentigem Sauerstoffgehalt in Kombination mit 
hoher Zelldichte von 60.000 pro ml und durch chemische Hypoxie vermittelt durch 
DFX signifikant hochreguliert wurde, während die Effekte von H2O2 als Vertreter von 






8.5 Einfluss von Hypoxie (3% O2) und Zelldichte auf die mRNA-Expression 
von Hif 1α in hASCs 
Hypoxie-induzierbare Faktoren wie Hif 1α werden in der Literatur als weitere 
entscheidende Bestandteile in der Vermittlung von Hypoxie in hASCs beschrieben 
(Masson und Ratcliffe 2003). HASCs wurden unter hypoxischen Bedingungen (3% 
O2) inkubiert und die relative mRNA-Expression von Hif 1α gemessen. 
Interessanterweise wurde die relative mRNA-Expression von Hif 1α signifikant 
herabreguliert, wenn hASCs unter Hypoxie (3% O2) in Kombination mit hoher 
Zelldichte (60.000 Zellen / ml) kultiviert wurden. Unter vergleichbaren 
standardisierten Kultivierungsbedingungen wurde die relative mRNA-Expression von 
Hif 1α also gegenläufig zu PHD3 reguliert. Die Analysen der Proteinexpression von 
Hif 1α mittels Western Blot zeigten ähnliche Ergebnisse. Durch Hypoxie (3% O2) 
kombiniert mit hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) sank die Aktivität von Hif 1α, 
wobei hier hohe Zelldichte von 60.000 Zellen pro ml einen größeren Einfluss hatte. 
Der Einfluss von chemischer Hypoxie vermittelt durch DFX auf die relative mRNA-
Expression von Hif 1α war auch hier analog zu den Effekten von Hypoxie durch 
reduzierten Sauerstoffgehalt von 3%. Unter chemischer Hypoxie war die relative 
mRNA-Expression von Hif 1α signifikant reduziert, in stärkerem Masse als durch 
Hypoxie mit 3% Sauerstoffgehalt. In der Literatur waren hierzu kontroverse Angaben 
zu finden. Es wurde in einer Studie von Appelhoff et al. gezeigt, dass die relative 
mRNA-Expression und Proteinaktivität von Hif 1α und Hif 2α durch experimentelle 
Hypoxie hochreguliert werden kann (Appelhoff et al. 2004). Forristal et al. sehen die 
Bedeutung von Hif 1α in der initialen Adaption an Hypoxie, während die verzögerte 
Antwort auf Hypoxie durch Hif 2α aufrechterhalten wird. Sie wiesen zudem nach, 
dass die Proteinexpression von Hif 1α unter Normoxie nicht stillgelegt war (Forristal 
et al. 2010). Diese Ergebnisse korrelieren teilweise mit den vorliegenden Daten. 
Vermutlich ist nach drei Tagen Hypoxie die initiale Phase der Anpassung bereits 
überschritten, sodass Hif 1α in den erhobenen Daten bereits wieder erniedrigt war. 
Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit die Proteinexpression von Hif 1α unter 
Normoxie nachgewiesen werden Die Expression von Hif 1α unter Normoxie ist 
möglicherweise dadurch zu erklären, dass sich Hif 1α unter Normoxie im Zytoplasma 
befindet und somit nachgewiesen werden kann (Kallio et al. 1998). Li et al. konnten 
zeigen, dass Hif 1α auf mRNA-Ebene nach zwei Stunden herabreguliert und auf 






acht Stunden unter Hypoxie herabreguliert wurde (Li et al. 2006). Dies zeigte erneut, 
dass die Zeit der Messung entscheidend ist, da Hif 1α in den ersten Stunden 
hochreguliert und in den darauffolgenden Stunden herabreguliert wird. Diese 
Aussagen decken sich mit den erhobenen Daten. Nach drei Tagen Hypoxie waren 
die relative mRNA-Expression von Hif 1α signifikant erhöht. Zu diesem Schluss 
kamen auch andere Studien (Uchida et al. 2004, Wiesener et al. 1998). Eine 
Stabilisierung von Hif α-Proteinen über Hif α-Transkription verursachte den 
gleichläufigen Verlauf auf Protein- und mRNA-Ebene (Li et al. 2006). Eine weitere 
mögliche Erklärung könnte der zusätzliche Einfluss von hoher Zelldichte auf die 
relative mRNA-Expression von Hif 1α sein. Zu dieser Vermutung passende 
Ergebnisse konnten wir mittels real-time PCR und Western Blot von Hif 1α 
nachweisen. Unter hoher Zelldichte (60.000 Zellen / ml) in Kombination mit Hypoxie 
(3% O2) sank die relative mRNA-Expression von Hif 1α signifikant, während sie unter 
niedriger und mittlerer Zelldichte (4.000 und 15.000 Zellen / ml) kombiniert mit 
Hypoxie (3% O2) tendenziell unverändert blieb. Auch in den Western Blot Analysen 
sank die Aktivität von Hif 1α am stärksten durch hohe Zelldichte von 60.000 Zellen 
pro ml.  
Darüber hinaus wurde die Proteinexpression von Hif 3α in isolierten hASCs 
gemessen. Dabei zeigte sich in Western Blot Analysen durch hohe Zelldichte (60.000 
Zellen / ml) und Hypoxie (3% O2) eine Hochregulierung der Aktivität von Hif 3α. Hif 
2α konnte in der vorliegenden Arbeit in Western Blot Analysen nicht nachgewiesen 
werden. Auch Li et al. wiesen sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene eine 
Hochregulierung von Hif 3α nach zwei Stunden unter dem Einfluss von Hypoxie in 
Lungenepithelzellen nach (Li et al. 2006). Weiterhin lassen die erhobenen Daten 
vermuten, dass die Aktivität von Hif 3α unter Hypoxie in hASCs steigt, aber unter 
diesen Bedingungen hemmend auf die Proteinexpression von Hif 1α wirkt. Zu 
derselben Erkenntnis kamen auch andere Studien (Hara et al. 2001, Li et al. 2006). 
Zudem beschreiben Hu et al. einen hemmenden Effekt von Hif 3α auf Hif 2α (Hu et 
al. 2003).  
ROS vermittelt durch die Inkubation mit H2O2 führten in der vorliegenden Arbeit zu 
einer signifikanten Reduktion der relativen mRNA-Expression von Hif 1α. Es ist 
bekannt, dass Radikalfänger die Expression von Hif 1 und 3α vermindern, was die 






komplexen Prozess der Sauerstoffwahrnehmung erneut betont (Hu et al. 2003, Li et 
al. 2006).  
PHD3 wurde bereits als wichtiger Modulator von Hif 1α während der Reaktion auf 
niedrige Sauerstofflevel hervorgehoben (Appelhoff et al. 2004). Hif 1α beeinflusst 
wiederrum über einen negativen Feedbackmechanismus die Expression von PHD3 
(Pescador et al. 2005). PHD3 und Hif 1α scheinen demnach co-regulatorische 
Faktoren bezüglich Hypoxie und Zelldichte zu sein.  
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die 
relative mRNA-Expression von Hif 1α durch Hypoxie (3% O2), hohe Zelldichte von 
60.000 Zellen pro ml, wie auch chemische Hypoxie vermittelt durch DFX und H2O2 
signifikant herunterreguliert wurde. Zudem kann eine entscheidende wechselseitige 
Beeinflussung von Hif 1α und PHD3 angenommen werden. 
8.6 Einfluss von Hypoxie (3% O2) und Zelldichte auf Connexine 
Die Expression von Connexin 43 konnte in der vorliegenden Arbeit an der 
Zelloberfläche von hASCs nachgewiesen werden. Wong et al. konnten Cx43 und 
Cx45 in humanen embryonalen Stammzellen nachweisen (Wong et al. 2004). 
Connexine scheinen eine wichtige Rolle bezüglich Differenzierung und Zell-
überlebens in humanen embryonalen Stammzellen zu spielen. Es ist bekannt, dass 
der Kontakt zwischen Zellen durch Connexine vermittelt wird (Bruzzone et al. 1996). 
Die Dissoziation von hESCs zu einzelnen Zellen führte zum Zelltod, der durch die 
fehlende Kommunikation über gap junctions begründet sein könnte (Wong et al. 
2004). Eine Erhöhung von Connexinen induzierte eine Hemmung des Zellwachstums 
(Loewenstein und Rose 1992). Es wurde gezeigt, dass mit zunehmender Zelldichte 
die relative mRNA-Expression von GJA1 (Cx43) zunimmt und durch hohe Zelldichte 
(60.000 Zellen / ml) in Kombination mit Hypoxie (3% O2) sogar signifikant gegenüber 
niedriger Zelldichte (4.000 Zellen / ml) kombiniert mit Hypoxie anstieg. In den 
immuncytochemischen Untersuchungen konnten analoge Ergebnisse nachgewiesen 
werden. Die Proteinexpression von Cx43 war hierbei durch hohe Zelldichte (60.000 
Zellen / ml) kombiniert mit Hypoxie (3% O2) deutlich erhöht. Die Ergebnisse 
korrelieren mit Daten aus anderen Studien. Grayson et al. wiesen in diesem 
Zusammenhang eine Erhöhung von Cx43 unter Hypoxie von 2% O2 in humanen 






Zellen im engen Zellverband vergleichen mit Zellen in niedriger Zelldichte über den 
Austausch von Signalen über Connexine Veränderungen der Umgebungs-
bedingungen besser tolerieren und darauf reagieren. Dies würde im Sinne von 
Anpassungsmechanismen unter Hypoxie (3% O2) den signifikanten Anstieg von 
PHD3 und Abfall von Hif 1α erklären. Diese Aussagen passen zudem zu der 
Hypothese von Trosko et al., welche vermuten, dass im Verlauf der 
Embryonalentwicklung aus einer einzelnen Zygote ohne Connexine multipotente 
Zellverbände mit Expression von Connexinen entstehen und darüber eine 
verbesserte Anpassung an Umweltbedingungen gegeben ist (Trosko et al. 2000). Li 
et al. zeigten einen Anstieg der Expression von Hif 1 und 3α durch Erhöhung der 
Zelldichte (Li et al. 2006). Humane embryonale Stammzellen unterliegen im 
Zellverband einer Kontakthemmung, die die ungehinderte Proliferation und 
Differenzierung hemmt (Trosko et al. 2000).  
Zhu et al. wiesen darüber hinaus nach, dass die Expressionen von NANOG, Sox-2, 
Oct3/4 und Rex-1 signifikant anstiegen, wenn hASCs nicht bei 99% Konfluenz, 
sondern erst bei überlappendem Wachstum subkultiviert wurden (Zhu et al. 2008). 
Dieses Ergebnis korreliert teilweise mit den erhobenen Daten, da die mRNA-
Expression von Sox-2 signifikant durch hohe Zelldichte (60.000 Zellen / ml) anstieg. 
Im Vergleich dazu wurde ein signifikanter Abfall der relativen mRNA-Expression des 
Proliferationsmarkers Rex-1 gefunden. Es ist allerdings nachvollziehbar, dass die 
relative mRNA-Expression von Rex-1 durch hohe Zelldichten abnimmt, da dadurch 
die Proliferation gehemmt wird. 
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass speziell Cx43 in isolierten hASCs durch 
hohe Zelldichte von 60.000 Zellen pro ml und Hypoxie mit 3% Sauerstoffgehalt 






9 Schlussfolgerungen  
 
Die Beobachtungen und Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollten klären, inwieweit 
die embryonalen Gene NANOG, Sox-2 und Oct3/4 und der Proliferationsfaktor Rex-1 
in isolierten humanen fettabgeleiteten Stammzellen (hASCs) durch definierte 
Hypoxie, Zelldichte und weitere Faktoren wie chemische Hypoxie und ROS 
beeinflusst wurden und verdeutlichten damit anschaulich den Einfluss eines 
reduzierten Sauerstoffpartialdrucks auf hASCs. Die erhobenen Daten zeigten zudem 
ansatzweise die Mechanismen innerhalb der Zelle zur Wahrnehmung eines 
reduzierten Sauerstoffgehalts.  
Das nachgewiesene Expressionsmuster für Oberflächenmarker der mesenchymalen 
Stammzellreihe in isolierten hASCs und die relativ konstante Expression von 
embryonalen Genen und des Proliferationsmarkers Rex-1 im Verlauf der Passagen 
waren dabei Voraussetzung, um einheitliche Bedingungen zu garantieren. 
PCR Analysen und immuncytochemischen Untersuchungen zeigten eine signifikante 
Erhöhung der relativen mRNA-Expression und Proteinexpression von Sox-2 durch 
Kultivierung der hASCs in hoher Zelldichte von 60.000 Zellen pro ml kombiniert mit 
Hypoxie von 3% Sauerstoffgehalt. Analoge Bedingungen führten bei Rex-1 zu einer 
signifikanten Reduktion der relativen mRNA-Expression. Chemische Hypoxie mittels 
DFX führte zu einer signifikanten Reduktion der relativen mRNA-Expression von 
Rex-1, allerdings auch zu einer signifikanten Herabregulierung der relativen mRNA-
Expression von NANOG. Eine definierte Exposition mit reaktiven Sauerstoffspezies 
(ROS) vermittelt durch Wasserstoffperoxid (H2O2) erhöhte die relativen mRNA-
Expressionen der embryonalen Gene NANOG und Oct3/4 signifikant, während die 
relative mRNA-Expression von Rex-1 auch hier signifikant reduziert wurde. 
Der Einfluss von Hypoxie im Allgemeinen wurde dabei vermutlich durch den Hypoxie-
induzierbaren Faktor Hif 1α und die Prolyl Hydroxylase 3 (PHD3) reguliert. Durch 
Hypoxie von 3% Sauerstoffgehalt stieg die relative mRNA-Expression von PHD3 
signifikant an. Dieser Effekt wurde durch zunehmende Zelldichte bis auf 60.000 
Zellen pro ml noch verstärkt. Die relative mRNA-Expression von Hif 1α fiel dagegen 






(60.000 Zellen / ml) signifikant ab. Ähnliches zeigte sich bei der Analyse der 
Proteinexpression von Hif 1α mittels Western Blot. Chemische Hypoxie durch 
Inkubation mit DFX wirkte hierbei stärker auf die relative mRNA-Expression von Hif 
1α und PHD3 im Vergleich zu durch Änderung der umgebenden 
Sauerstoffkonzentration induzierte Hypoxie. H2O2 reduzierte in PCR Analysen die 
relative mRNA-Expression von Hif 1α in ähnlichem Masse wie Hypoxie durch 3% 
Sauerstoffgehalt, zeigte jedoch keine Wirkung auf die relative mRNA-Expression von 
PHD3. 
Der Einfluss einer definierten Zelldichte im Allgemeinen wurde in isolierten hASCs 
über das Connexin 43 vermittelt. In PCR und Western Blot Analysen sowie 
immuncytochemischen Untersuchungen konnten eine erhöhte relative mRNA-
Expression und Proteinexpression von Cx43 durch zunehmende Zelldichte bis auf 
60.000 Zellen pro ml nachgewiesen werden. Hierbei wurde der Effekt durch 
zusätzliche Hypoxie von 3% Sauerstoffgehalt signifikant verstärkt. 
Zusammenfassend macht die vorliegende Arbeit deutlich, dass hASCs entscheidend 
durch Hypoxie und Zelldichte beeinflusst wurden. Hohe Zelldichte von 60.000 Zellen 
pro ml und Hypoxie mit 3% Sauerstoffgehalt führten zu einer Erhöhung von 
Stammzellgenen und einer Reduktion des Proliferationsfaktors Rex-1. Dies spricht 
für den Erhalt des Stammzellpotentials durch diese Faktoren. Chemische Hypoxie 
vermittelt durch DFX und ROS-Exposition mittels H2O2 zeigten ansatzweise 
vergleichbare Wirkung, wie sie auch nach Applikation von Hypoxie durch 
Reduzierung des Sauerstoffgehalts beobachtet wurden. Hohe Zelldichte verstärkte 
die Situation der Sauerstoffmangelversorgung in hASCs. Die Faktoren Hif 1α, PHD3 
und Cx43 waren vermutlich entscheidend an den Regulationsmechanismen dieser 
Einflussfaktoren in isolierten hASCs beteiligt.  
.
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